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HET METEN VAN DE 
HYPOFYSE-BIJNIERSCHORSACTIVITEIT 
BIJ DE RAT 




De conicoidproductie in vitro van de bijnierschors van de rat is 
een goede maatstaf voor de ACTH-acviviteit in het bloed. 
II 
In de hypofysevoorkwab van de rat komt waarschijnlijk een 
nog niet geïdentificeerd hormon voor, dat invloed heeft op het ge­
wicht van de bijnier. 
III 
Bij de corticoidproductie in vitro 




de interpretatie van de ver-
Bij de beslissing geen reconstructieve chirurgie te verrichten in ver­
band met de aanwezigheid van metastasen - na mutilerende opera­
ties wegens maligne gezwellen - houde men ook rekening met de 
groeisnelheid van deze metastasen. 
V 
Anticoagulantia zijn slechts bij enkele cerebrale vaataccidenten ge­
ïndiceerd. 
Neurology, 12; 823, 1962. 
VI 
Het voorkomen van glycogeen in hartspiervezels behoeft niet te 
wijzen op een normale functie van de cel. 

VII 
Bij struma op de kinderleeftijd denke men ook aan de mogelijk­
heid van de ziekte van Hashimoto. 
Paediatrics 30; 917, 1962. 
VIII 
Als heelkundige behandeling voor de aganglionosis coli verdient 
de gewijzigde methode van Duhamel de voorkeur boven die van 
Swenson. Ann. Surg. 156; 678, 1962. 
IX 
De fotografie van de fundus oculi na intraveneuze toediening 
van een fluorescine-oplossing betekent een aanwinst voor de diag­
nostiek van de circulatieverhoudingen van de retinavaten. 
Amer. J. Ophthal. 50; 176, 1960. 
X 
Acantolysis 1s met specifiek voor pemfigus vulgaris. 
Arch. Dermatol. 87; ll8, 1963. 
XI 
Na herhaalde intraärticulaire toediening van corticosteroïden in 
knie- of heupgewrichten bij parienten met rheumatoïde arthritis zij 
men verdacht op het ontstaan van grote destructieve afwijkingen in 
deze gewrichten. 
J.A.M.A. 181; 851, 1962. 
XII 
In verband met het herhaaldelijk voorkomen van aspiratie bij 
patienten met hoofdletsels die in rugligging worden vervoerd, dient 
het personeel van ziekenauto's geïnstrueerd te worden dat voor deze 
patienten, onafhankelijk van het bewustzijn, zij- of buikligging nood­
zakelijk is. 
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brengt, ben ik zeer veel dank verschuldigd. 
Hooggeleerde EERLAND, in de opleiding, die U Uw assistenten 
geeft, weerspiegelen zich Uw persoonlijkheid, de veelzijdigheid van 
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ding tot chirurg mag bekwamen, stemt mij tot grote dankbaarheid. 
Daarnaast ben ik U zeer erkentelijk dat U mij tijd en vrijheid hebt 
gegeven om dit proef schrift te voltooien. 
Hooggeleerde GAARENSTROOM, de wijze waarop U Uw assistenten 
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worden. Het stemt mij tot dankbaarheid dat ik mij op Uw laborato­
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Zeergeleerde BouMAN, beste Paul, je scherpzinnige kritiek en je 
zin voor verantwoorde statistische bewerking van de verkregen ge­
gevens zijn van veel belang geweest bij het tot stand komen van dit 
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Zeergeleerde SMELIK, beste Piet, ik ben je zeer dankbaar voor je 
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In dit proefschrift wordt een vergelijkend onderzoek beschreven 
betreffende verschillende methoden die bij de bepaling van de functie 
van het hypofyse"bijnierschorssysteem bij de rat worden toegepast. 
Gedurende de laatste 20 jaar heeft het onderzoek over dit onderdeel 
van het endocrine stelsel een grote vlucht genomen. Hierbij is ge­
bleken dat dit systeem steeds op dezelfde wijze reageert op aspeci­
fieke belasting van het organisme. Het is gebruikelijk sinds SEL YE 
(1950) om deze belasting aan te duiden als "stress". 
Bij het onderzoek naar de reactie van het organisme op stress is 
het nodig om de activiteit van het hypofyse-bijnierschorssysteem zo 
nauwkeurig mogelijk te meten. De bijnierschorsactiviteit is afhanke­
lijk van de hoeveelheid ACTH die uit de hypofyse aan het bloed 
wordt afgegeven. Indien men het ACTH-gehalte van het bloed op 
nauwkeurige wijze zou kunnen bepalen, zou dus ook de activiteit 
van het intacte hypofyse-bijnierschorssysteem bekend zijn. Ideaal 
zou hierbij zijn om de afgifte van ACTH uit de hypofyse direct te 
kunnen meten. Dit is praktisch nog steeds onuitvoerbaar, omdat voor 
het ACTH nog geen geschikte chemische bepalingsmethode is ont­
wikkeld. Daarom heeft men zijn toevlucht tot indirecte methoden 
genomen, waarbij de veranderingen welke het gevolg zijn van een 
verhoogde bijnierschorsactiviteit worden bepaald. Hiervoor zijn de 
volgende methoden ontwikkeld: de gewichtsverandering van de bij­
nier, de daling van het ascorbinezuur- of cholesterolgehalte van de 
bijnier, de involutie van de thymus en de daling van het aantal cir­
culerende lymfocyten en eosinofiele cellen in het bloed. Gedurende 
de laatste jaren is het echter mogelijk geworden om de door de bij­
nierschors gesynthetiseerde corticoiden zelf te meten, hetgeen een 
betere maatstaf blijkt te zijn voor het meten van de bijnierschors­
activiteit dan de hierboven genoemde methoden. Kwantitatief 
kunnen op betrekkelijk eenvoudige wijze het corticosterongehalte 
van de bijnier en van het plasma en de in vitro geproduceerde cor-
1 
ticoiden door buiten het lichaam in leven gehouden bijnierschors­
weefsel worden gemeten. 
Een onderzoek naar de vraag in hoeverre de bepaling van deze 
corticosteroïden de ACTH-activiteit in het bloed nauwkeuriger re­
flecteert dan de meer klassieke methoden, werd nog niet verricht. 
Het doel van dit onderzoek was dan ook om onder standaard­
condities (namelijk stress, veroorzaakt door èle subcutane toediening 
van formaline) al deze methoden voor het bepalen van de activiteit 
van het hypofyse-bijnierschorssysteem aan een critisch onderzoek te 
onderwerpen, teneinde na te gaan welke methode de ACTH-activiteit 
in het bloed het beste benadert. 
In het eerste hoofdstuk wordt de invloed van ACTH, toegediend 
aan hypofyseloze ratten, op de corticoidproductie in vitro en het 
corticosterongehalte van de bijnier bestudeerd. Voorts worden de 
ACTH-activiteit in het bloed en het ACTH-gehalte van de hypo­
fysevoorkwab, het ascorbinezuur- en het cholesterolgehalte van de 
bijnier, het corticosterongeha!te van de bijnier en van het plasma en 
de in vitro productie van corticoïden v66r en tijdens formaline­
stress vergeleken. Dit vergelijkend onderzoek bracht aan het licht 
dat de in vitro productie van bijnierschorshormonen bij de rat een 
eenvoudige en snelle indirecte waardemeter voor de ACTH-activiteit 
in het bloed is, die deze activiteit nauwkeuriger weerspiegelt dan de 
andere hierboven genoemde methoden. 
In het tweede hoofdstuk wordt de hypertrofie van de bijnierschors, 
die na formalinestress optreedt, aan een nader onderzoek onder­
worpen. Gewoonlijk schrijft men het ontstaan van deze hypertrofie 
toe aan ACTH dat bij stress in verhoogde mate circuleert. Het 
bleek echter dat de hypertrofie van de bijnier pas ontstaat op het 
moment dat de ACTH-activiteit in het bloed bij met formaline be­
handelde ratten niet meer hoger is dan dat van niet gestresste dieren. 
Teneinde na te gaan of deze bijnierhypertrofie het gevolg is van 
voorafgaande stimulering van de bijnierschors door ACTH, of dat 
andere factoren bij het ontstaan er van een rol spelen, werd het 
ACTH-gehalte van de hypofyse vergeleken met het gehalte aan 
"bijniergewichtsfactor" in de hypofyse bij de normale en bij de 
aan formalinestress blootgestelde rat. De resultaten die hierbij wer­
den verkregen suggereren dat er in de hypofyse naast ACTH een 
tactor voorkomt, die het gewicht van de bijnierschors beïnvloedt. 
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Hoofdstuk I 
EEN VERGELIJKEND ONDERZOEK NAAR 
VERSCHILLENDE INDIRECTE METHODEN VOOR DE 
BEPALING VAN ACTH BIJ DE RAT 
A. LITERATUUROVERZICHT 
1. Het ascorbinezuur- en cholesterolgehalte van de bijnier 
Van de oudere methoden om de ACTH-activiteit te bepalen is voor­
al de meting van het ascorbinezuur- en cholesterolgehalte van de bij­
nier veel gebruikt. Deze gehaltes dalen na ACTH-toediening en tij­
dens een stresssituanie (SAYERS e.a., 1945; 1946). Enige uren na de 
stress treedt een herstel in en de gehaltes keren tot hun normale ni­
veau terug. Het ascorbinezuurgehalte daalt sneller en herstelt zich 
ook sneller dan het cholesterolgehalte. Aangezien de mate van da­
ling van het ascorbinezuurgehalte van de bijnierschors proportioneel 
bleek te zijn met de hoeveelheid toegediend ACTH, werkten SAYERS, 
SAYERS en WooonuRY in 1948 een standaardmethode uit voor 
ACTH-ijking, welke berust op de ascorbinezuurdaling in de bijnier­
schors na ACTH-toediening bij hypofyseloze ratten. 
Voor nadere gegevens betreffende de betekenis en het gedrag van 
het ascorbinezuur en het cholesterol in de bijnierschors zij verwezen 
naar het overzichtsartikel van SAYERS (1950). 
2. Het corticosterongehalte van het plasma 
Een eenvoudige en voor routinebepalingen geschikte methode om 
niet gebonden corticosteron in plasma kwantitatief aan te tonen 
werd uitgewerkt door S1LBER e.a. (1958). 
GUILLEMIN e.a. (1958) maakten voor het eerst van deze methode 
gebruik en vonden dat 15 minuten na intraperitoneale toediening 
van histamine als schadelijke prikkel de plasmacorticosteronspiegel 
het hoogst was, waarna een geleidelijke daling optrad. Na subcutane 
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formalinetoediening is het gehalte gedurende enige uren hoog (VAN 
DER Vrns e.a., 1960). McLAUGHLIN en GRAY (1959) toonden aan, 
dat het plasmacorticosterongehalte sterk stijgt onmiddellijk nadat 
ratten werden blootgesteld aan een trauma (Noble-Collip drum); 
het gehalte bleef de eerste 8 uur verhoogd en daalde na 24 uur tot 
de aanvangswaarde. Na unilaterale adrenalectomie werd na één uur 
de hoogste plasmacosticosteronspiegel gemeten (REcK en FoRTIER, 
1960). Het veroorzaken van brandwonden bij ratten onder nembutal­
narcose had gedurende meer dan 48 uur een verhoogde corticosteron­
spiegel ten gevolge, waarbij één uur na het begin van deze stress de 
maximumwaarde werd gevonden (KNIGGE e.a., 1959; TIMMER, 1962). 
Het gehalte aan corticosteron in het plasma is niet alleen afhanke­
lijk van de mate van productie door de bijnierschors, maar ook van 
een aantal factoren die het verdwijnen van dit hormon uit het bloed 
beïnvloeden. Als zodanig komen in aanmerking: de afbraak, voor­
namelijk in de lever maar ook elders in het lichaam, de hoogte 
van de corticosteronspiegel, het patroon van de verdeling over het 
gehele lichaam en pathologische of andere invloeden als leverstoor­
nissen, stress en endocrine verschuivingen ten gevolge van zwanger­
schap, schildklierstoornissen, enz. (PETERSON e.a., 1955; BoJESEN en 
EGENSE, 1960; YATES en URQUHART, 1962). 
3. Het corticosterongehalte van de bijnier 
De bijnierschors van de rat bevat geringe hoeveelheden cortico­
steron (SILBER e.a., 1958). Dit corticosterongehalte daalt na hypofy­
sectomie of na toediening van hydrocortison (PéRON en DoRFMAN, 
1959). Het omgekeerde vindt plaats na injectie van ACTH (MoN­
CLOA e.a., 1959). Dezelfde auteurs toonden verder aan dat de subcu­
tane toediening van 4 E van een langwerkend ACTH-preparaat in 
gelatine het corticosterongehalte zowel van de bijnier als van het 
plasma doet stijgen. Het plasmacorticosterongehalte bereikt onder 
deze omstandigheden eerder een maximum dan het gehalte van de 
bijnier. Naar aanleiding van deze waarnemingen concludeerden MoN­
CLOA e.a. (1959) dat het corticosterongehalte van de bijnierschors een 
goede maatstaf voor de ACTH-activiteit van het bloed zou kunnen 
zijn. Ook door endogeen ACTH neemt het corticosterongehalte van 
de bijnierschors snel toe (RECK en FoRTIER, 1960; SLATER, 1962). 
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4. De corticoidproductie in 'l.'itro 
SAFFRAN e.a. ( 1952) toonden voor het eerst aan, dat rattebijnieren 
in vitro corticoïden kunnen produceren. Dat deze in vitro gevormde 
producten inderdaad corticoïden waren, werd geconcludeerd op 
grond van hun oplosbaarheid in chloroform, hun maximale 
U.V.-absorptie bij 240 m,u in ethanol en hun vermogen het 
aantal circulerende eosinofiele cellen bij bijnierloze muizen te doen 
dalen. Bovendien bleek er een goede correlatie te bestaan tussen de 
hoeveelheid in vitro gevormde steroïden en de hoeveelheid toege­
voegd ACTH aan het incubatiemedium. SAFFRAN en BAYLISS (1953) 
en SAFFRAN en ScHALLY (1955) vonden, dat de beste resultaten bij 
de in vitro productie van corticoïden werden verkregen door de bij­
nieren direct na verwijdering uit het lichaam vrij te prepareren van 
vetweef se!, in vieren te delen en daarna te incuberen in een vaatje 
met een Krebs-Ringer-bicarbonaat-200 mgO/o-glucoseoplossing van 
37° C, onder continue doorleiding van ca11bogeen. Na de eerste incu­
batie (preïncubatie genoemd), wisselend van een half tot anderhalf 
uur, werd het medium verwijderd. Incubatie van êlezelfde bijnieren 
in vers medium na deze preïncubatie deed weinig of geen corticoïden 
meer ontstaan, terwijl toevoeging van ACTH gedurende deze laatste 
incubatie een hoge corticoidproductie veroorzaakte. Werd ná pre­
incubatie korte tijd met ACTH geïncubeerd en werden daarna zon­
der toevoeging van ACTH dezelfde bijnieren nogmaals twee keer 
met vers medium geïncubeerd, dan produceerden deze bijnieren beide 
malen significant méér corticoïden dan controlebijnierweefsel, waar­
aan geen ACTH van te voren was toegevoegd. De schrijvers trokken 
de conclusie, dat de activiteit van de bijnierschors in vitro afhanke­
lijk is van de hoeveelheid aan of in de bijnier "geadsorbeerd of ge­
absorbeerd" ACTH. 
De in vitro geproduceerde steroïden zijn nieuw gevormde steroïden 
en hun aanwezigheid in het medium berust niet slechts op passieve 
afgifte van de in de bijnierschors aanwezige corticoïden. Uit gegevens 
van VAN DER Vrns (1957), S1LBER e.a. ( 1958),  MoNCLOA e.a. (1959) 
blijkt namelijk, dat na incubatie zonder toediening van ACTH er 
meer corticoïden worden gevormd dan de bijnier oorspronkelijk 
bevatte. Teneinde de in vitro corticoidproductie geschikt te maken 
voor ACTH-ijkingen, toonden SAFFRAN en BAYLISS in 1 953 reeds 
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aan, dat men de bijnieren eerst dient te preïncuberen. Zonder pre­
incubatie bleken de bijnieren slechts gevoelig te zijn voor zeer hoge 
doses ACTH. BAKKER en DE WIED (1961)  suggereerden, dat de aan­
wezigheid van endogeen ACTH competeert met toegevoegd ACTH. 
In de tweede plaats toonden zij aan dat ACTH wordt afgebroken 
in het preïncubatiemedium, vermoedelijk door enzymen die door het 
in vieren delen van de bijnier uit de stukgeknipte cellen lekken. Na 
preïncubatie gedurende tenminste één uur zijn deze factoren niet 
meer aanwezig. 
Dat de mate van productie van corticoïden in vitro een aanwijzing 
geeft over de hoeveelheid endogeen opgewekt ACTH suggereerden 
de proeven van ScHÖNBAUM en CASSELMAN (1958). Na intraperito­
neale toediening van histamine bleek er een correlatie te bestaan 
tussen de corticoidproductie in vitro en de ascorbinezuurdaling in de 
bijnierschors. In 1959 toonden ScHÖNBAUM e.a. aan dat de mate van 
de corticoidproductie in vitro gedurende de eerste 3 uur na histamine­
toediening overeenkomst vertoont met het ACTH-gehalte van het 
bloed na unilaterale adrenalectomie, zoalswerd bepaald door BRODISH 
en LONG in 1956. Hoewel er twee verschillende soorten stress wer­
den toegepast, werd hiermede steun verkregen voor de hypothese, 
dat de mate waarin de bijnierschors corticosteroïden in vitro vormt 
samenhangt met de secretieactiviteit van de bijnierschors op het mo­
ment van de exstirpatie van de bijnier en verband houdt met het 
ACTH-gehalte van het bloed op het moment van de decapitatie. 
In 1960 toonde VAN DER VIES aan, dat door het aanbrengen van 
laesies in de hypothalamus, door hypofysectomie of door hydrocor­
tisontoediening, de in vitro corticoidproductie aanzienlijk geringer 
was dan die van de controledieren. Bovendien bleek dat er een goede 
correlatie bestond tussen de toegediende hoeveelheid ACTH in vivo 
aan gehypofysectomeerde ratten en de corticoidproëluctie in vitro. 
VAN DER VIEs, BAKKER en DE WIED (1960) vergeleken de corticoid­
productie in vitro met het corticosterongehalte van het plasma na 
formalinestress, na toedieningvan een langwerkendACTH-preparaat 
en na hypofysectomie. Dit plasmacorticosterongehalte wordt even­
eens gebruikt als een maatstaf voor de bijnierschorsactiviteit (GmLLE­
MIN e.a., 1957). Afgezien van enkele kleine verschillen bleek uit 
dit vergelijkende onderzoek een goede correlatie tussen beide metho­
den te bestaan. Uit het bovenstaande blijkt dus dat ACTH, in vitro 
6 
toegevoegd aan incubatiemedia of in vivo toegediend aan het 
levende dier, de in vitro productie van corticoïden door bijnierschors­
weefsel doet stijgen. De resultaten van de geciteerde experimenten 
steunen de hypothese dat de corticoidproductie in vitro de secretie­
activiteit van de bijnierschors in situ reflecteert. 
Wat is nu het aangrijpingspunt van ACTH op de synthese van 
corticoïden? ACTH stimuleert voornamelijk de vorming van gluco­
corticoiden en grijpt aan op de zona fasciculata (SYMINGTON e.a., 
1 955; MILLER, 1954 ; 1959). STONE en HECHTER (1954) toonden aan, 
dat cholesterol de belangrijkste voorloper is van de bijnierschors­
hormonen en dat onder invloed van ACTH het cholesterol in preg­
nenolon wordt omgezet. Het pregnenolon is de directe voorloper 
van al de te vormen corticosteroïden (BERLINER en DouGHERTY, 
1 961). 
De door de rattebijnierschors in vitro geproduceerde corticoïden 
zijn chromatografisch te scheiden (B!RMINGHAM en KuRLENTS, 1958 ; 
1 959; BIRMINGHAM en WARD, 1961 ; PéRON, 1960; 1961). De meest 
recente publicatie is die van W ARD en BJRMINGHAM (1962). Zij ver­
vaardigden chromatogrammen van corticosteroïden welke in vitro 
waren geproduceerd door rattebijnieren, die al of niet onder invloed 
van ACTH stonden. Zij konden de volgende vier U.V.-absorberende 
steroidenzones onderscheiden: 
1 .  een fractie, waarin o.a. het 20, 1 8-hemiketal-18-hydroxycortico-
steron (RB 0.10), 
2 .  aldosteron (RB 0.31  ) ,  
3 .  20, 18-hemiketal-11-desoxy-18-hydroxycorticosteron (RB 0.61 ) ,  
4. corticosteron (RB 1.00). 
Luc1s e.a. (1961) gaven aan de zone RB 0.61 de naam RT4 ; zij 
toonden aan dat na in vitro toevoeging van ö1 ACTH (een gezuiverd 
ACTH-preparaat) aan bijnieren een bijna gelijke toeneming van de 
in vitro productie van corticosteron en RT4 optrad. Uit de proeven 
van BIRMINGHAM en KuRLENTS (1959) en van W ARD en BIRMING­
HAM (1962) bleek, dat ten opzichte van de in vitro gevormde frac­
ties RB 0.61 en RB 1.00 door bijnieren zonder ACTH-toediening, 
de rattebijnierschors na toevoeging van ACTH viermaal zoveel frac­
tie RB 0.61 en vijfmaal zoveel corticosteron produceerde. Van de 
andere corticoiden was de productie met ACTH slechts anderhalf-
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maal zo groot als zonder ACTH. Bij berekening bleek dat het in 
vitro gevormde corticosteron zonder ACTH-stimulering een derde 
van de totale hoeveelheid in vitro geproduceerde steroïden bedroeg, 
terwijl met ACTH het corticosteron de helft van alle gevormde ste­
roïden uitmaakte. Als verklaring hiervoor kan gelden dat het corti­
costeron na ACTH-stimulering in relatief grotere mate gevormd 
wordt dan de andere corticosteroïden en dat er iets meer corticoste­
ron dan RT4 onder basale condities wordt geproduceerd. 
Samenvattend blijkt, dat de mate van productie van bijnierschors­
hormonen in vitro samenhangt met de bijnierschorsstimulering door 
ACTH in vivo. Indien de ACTH-actÎv;Îteit in het bloed verhoogd 
wordt door het inspuiten van dit hormon of door verhoogde afgifte 
hiervan uit de hypofyse middels blootstelling aan schadelijke prikkels, 
wordt de activiteit van de bijnierschors gestimuleerd, hetwelk in vitro 
aantoonbaar is. Deze toegenomen activiteit komt voornamelijk tot 
uiting in de toeneming van de secretie van corticosteron en van de 
fractie RB 0.61.  Twee andere fracties (RB 0.10  en aldosteron) worden 
bijna niet beïnvloed. 
5. Het ACTH-gehalte van het bloed 
Over ACTH-bepalingen in het bloed geeft de dissertatie van 
ÜLLING tot 1956 een goed overzicht. De overlevingsduur van endo­
geen ACTH is kort; de halfwaardetijd werd door SYDNOR en SAYERS 
(1953) berekend op 1 minuut en door GEMZELL e.a. (1951) op 5 mi­
nuten. CATS (1955) bepaalde door het merken van ACTH met ]131 
een veel langere halfwaardetijd, namelijk 40-50 minuten. Het 
ACTH-gehalte van het bloed van intacte niet gestresste ratten is zeer 
gering. Men heeft gehaltes gevonden tussen 0.1 mE en 2.6 mE per 
100 ml bloed, afhankelijk van de gevolgde methodiek (FARRELL en 
McCANN, 1951 ; 1952; GEMZELL e.a., 1951 ; 1952; SYDNOR en SAYERS, 
1952; 1954 ; FuJITA, 1957). In verband met de zeer geringe ACTH­
concentratie in het bloed passen vrijwel alle onderzoekers een extrac­
tiemethode toe. Het geconcentreerde extract wordt biologisch geijkt 
met behulp van de ascorbinezuurdepletietest van SAYERS e.a. (1948) 
of met de plasmacorticosterontest volgens GmLLEMIN e.a. (1957) bij 
hypofyseloze ratten, of bij ratten waarvan de afgifte van ACTH is 
geblokkeerd met grote doses bijnierschorshormon (HoDGES en VERNI­
KOS, 1959). 
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Enkele auteurs dienden het op ACTH-activiteit te onderzoeken 
bloed of plasma echter zonder extractie toe. Toediening van 3 ml 
bloed van donorratten, die 1, 4 en 8 minuten tevoren met 5 pg adre­
naline waren ingespoten, aan hypofyseloze receptorratten, bracht 
een grotere ascorbinezuurdaling bij deze receptorratten teweeg dan 
toediening van bloed van on behandelde donorratten (F ARRELL en 
McCANN, 1951 ; 1952). Het bloed van de donorratten, die 1 en 4 
minuten tevoren 5 ,ug adrenaline kregen toegediend, bevatte de 
meeste ACTH-activiteit. 
BRODISH en LONG (1956) pasten een "kruis-circulatietechniek" toe, 
waarbij de donorrat intact en de recipient hypofyseloos was. Na 
één of dubbelzijdige bijnierexstirpatie van de donorrat steeg het 
ACTH-gehalte van het bloed om daarna geleidelijk na 6 uur tot nul 
te dalen. Werd op dit tijdstip een tweede stress toegepast dan steeg 
het ACTH-gehalte opnieuw. 
Bijnierloze ratten hebben pas 10 dagen na de adrenalectomie een 
veel hoger ACTH-geha!te van het bloed dan intacte dieren (GEM­
ZELL e.a., 1951 ; SYDNOR en SAYERS, 1952; HooGES en VERNIKOS, 
1959). Ook bij deze dieren kan het ACTH-gehalte van het bloed 
binnen enkele minuten na stress tot een veelvoud stijgen (SYDNOR 
en SAYERS, 1954; SAYERS, 1957 ; HooGES en VERNIKos, 1960), welke 
stijging in absolute zin veel sterker is dan bij intacte dieren. 
HoDGES en VERNIKOS (1959) berekenden het ACTH-gehalte van 
het bloed van 10 en 21 dagen tevoren bijnierloos gemaakte ratten 
op 5 mE respectievelijk 10 mE per 100 ml plasma. Deze waarden 
liggen dus beduidend hoger dan die bij normale dieren (SYDNOR en 
SAYERS, 1954). HooGES en VERNIKOS toonden in 1960 aan, dat in 
het bloed van 5 dagen tevoren bijnierloos gemaakte ratten geen 
ACTH was aan te tonen; na 2½ minuut aan ether blootgesteld te 
zijn geweest steeg het gehalte aanzienlijk. 
Uit al deze experimenten blijkt dus dat het ACTH reeds binnen 
1-1 ½ minuut na het begin van de stress in sterk verhoogde mate in 
het bloed voorkomt en dat het gehalte hoger is en ook sterker stijgt 
bij bijnierloze ratten. 
6. Het ACTH-gehalte van de hypofyse 
De door verschillende onderzoekers opgegeven ACTH-geha!tes 
van de hypofysevoorkwab stemmen redelijk overeen. SYDNOR en 
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SAYERS (1954) stelden het ACTH-gehalte van één hypofysevoor­
kwab bij normale mannelijke ratten van 130 gram op 50-150 mE. 
ÜLLING ( 1956) vond 18.5 mE per mg hypofysevoorkwabweefsel bij 
mannelijke ratten en 16.6 mE bij vrouwelijke ratten. Het verschil 
tussen de geslachten was niet significant. 
SYDNOR en SAYERS toonden in 1954 aan dat het ACTH-gehalte 
van de hypofysevoorkwab 2 en 3 minuten na blootstellen aan ether, 
al of niet gecombineerd met bloedverlies, of na bilaterale adrena­
lectomie duidelijk steeg. KNIGGE (1957) toonde aan dat het ACTH­
gehalte van de hypofysevoorkwab 28 dagen na tweezijdige bijnier­
exstirpatie driemaal zo hoog was. 
FoRTIER en DE GROOT (1959) en FoRTIER (1959a; 19596) be­
paalden in een reeks van experimenten de veranderingen van het 
ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab. Na bijnierexstirpatie aan 
de ene en bijnierenucleatie aan de andere zijde steeg het hypofyse­
voorkwab-ACTH-gehalte aanzienliik. Na de enucleatie bleef 14°/o 
van het bijnierschorsweefsel over (DE GROOT en FoRTIER, 1959). 
Naarmate de functie van de geënucleëerde bijnier zich weer herstelde, 
verminderde het ACTH-gehalte, totdat na 184 dagen het normale 
niveau weer was bereikt. In een tweede reeks proeven toonde FoR­
TIER (1959a; 19596) aan, dat na bilaterale adrenalectomie het 
ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab een initiële stijging ver­
toonde tot 30 minuten na de ingreep, waarna een daling optrad. 
Tussen 4 en 20 uur was het gehalte laag. Daarna trad weer een stij­
ging op welke na 32 dagen een maximum bereikte tot 550 0/o van 
de initiële waarde. Tenslotte bleek dat na hydrocortisontoediening 
het ACTH in de hypofysevoorkwab, behalve een lichte initiële stij­
ging 4 uur na de toediening, geleidelijk daalde en op de 16e dag bijna 
geheel was verdwenen. Doordat FoRTIER (1959a; 19596) tegelijk 
met het ACTH-gehalte van de hypofyse het corticosterongehalte van 
het plasma bepaalde, kreeg hij een indruk over de activiteit van het 
hypofyse-bijnierschorssysteem. Daarbij bleek dat het corticosteron­
gehalte steeg bij een verhoging van het ACTH-gehalte van de hypo­
fyse en daalde bij een verlaging van het gehalte aan ACTH in dit 
orgaan. Uit deze proeven concludeerde FoRTIER dat de ACTH­
secretie ten gevolge van stress afhankelijk is van de synthese. HoDGES 
en VERNIKOS-DANELLIS (1962) vonden na toedienin� van geringe 
hoeveelheden hydrocortison aan ratten, die gedurende 30 dagen bij-
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nierloos waren, een laag ACTH-gehalte van de hypofyse. Bloot­
stelling aan ether gedurende 2½ minuut deed het ACTH-gehaltevan 
de hypofyse en van het bloed sterk stijgen. Ook deze auteurs sugge­
reren dat bij stress de synthese van ACTH in de hypofyse essentieel 
is en dat de ACTH-afgifte uit de hypofyse het passieve gevolg is 
van een acuut toegenomen synthese van ACTH (,,spill-over"). 
VERNIKOs-DANELLIS (1962) toonde aan dat het ACTH-gehalte van 
de hypofyse na stress tot het tweevoudige stijgt indien het gehalte, 
voordat de schadelijke prikkel wordt toegediend, laag is, bijvoor­
beeld door het proef dier 4 uur voor de stress aan een andere kort­
durende stress bloot te stellen. Bij een ongestresst dier doet een scha­
delijke prikkel het ACTH-gehalte van de hypofyse niet stijgen. Zij 
meent dat de capaciteit tot het afgeven van ACTH uit de hypofyse 
na stress onafhankelijk is van de hoeveelheid ACTH in de hypofyse, 
maar eerder afhangt van de capaciteit van de klier om nieuw ACTH 
te synthetiseren. 
B. MATERIAAL EN METHODEN 
I. E x p e r i m e n t e e l  g e d e e l t e  
De proefdieren. In bijna alle experimenten werden witte manne­
lijke ratten gebruikt van een in dit laboratorium gekweekte stam, 
met een gewicht van 140-160 gram. Alleen voor de bepalingen van 
het ACTH-gehalte van het bloed en van de hypofysevoorkwab wer­
den vrouwelijke ratten gebruikt van hetzelfde lichaamsgewicht. Alle 
dieren kregen rattevoeder in een standaardsamenstelling en drink­
water ad libitum. De temperatuur in de stal bedroeg steeds 20° 
± 
1 0 C. 
De schadelijke prikkel. Als schadelijke prikkel werd formaline 
subcutaan toegediend als een 5 °/o oplossing in 0.9 0/o NaCl in een 
hoeveelheid van 0.3 ml per 100 gram lichaamsgewicht. De ratten 
die formaline kregen werd drie dagen tevoren per groep van 
2 tot 6 dieren in een aparte kooi gezet en zij werden voorbehandeld 
door hen tweemaal per dag in de handen te nemen en éénmaal per 
dag subcutaan ½ ml 0.9 0/o NaCI toe te dienen. Op deze wijze werd 
de ACTH-afgifte op de dag van het experiment ten gevolge van 
aanraking, verandering van omgeving en ongebruikelijk geluid, zo-
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veel mogelijk vermeden. Bovendien werden de ratten nooit met een 
forceps of bij de staart opgenomen. Alle ratten werden in de stal 
binnen 5 seconden na uit hun kooi te zijn genomen gedecapiteerd. 
Enkele opmerkingen over de formalinestress. De subcutane toe­
diening van formaline is veel als schadelijke prikkel gebruikt (SEL YE, 
1950; BouMAN, 1959; WEisz e.a., 1 959; VAN DER VIEs e.a., 1 960). 
Formaline geeft door zijn eigenschap van eiwitprecipitatie een 
locale coagulatienecrose in het levende weefsel op de plaats waar 
het wordt gedeponeerd. De hoeveelheid die in de algemene cir­
culatie wordt opgenomen is zo gering dat geen schade aan de or­
ganen wordt veroorzaakt. Zelfs herhaalde formalineïnjecties geven 
geen specifieke orgaanbeschadigingen. Eerst door de pijn, die direct 
na de formalinetoediening optreedt, en later door de coagulatie­
necrose ontstaat een toestand van stress (SELYE, 1 950). 
Tijdstip van de bepalingen. Bij de bepalingen van het ascorbine­
zuur- en cholesterolgehalte van de bijnier en van het plasmacortico­
sterongehalte werden de ratten ½, 2, 6, 1 2  en 1 8  uur na de for­
malinetoediening gedood, terwijl ongestresste ratten als controles 
dienden. Aangezien te verwachten was dat bij de bepalingen van 
de ACTH-activiteit in het bloed en het ACTH-gehalte van de hy­
pofysevoorkwab zeer snel na de formalinetoediening duidelijke ver­
anderingen aanwezig zouden zijn, werden behalve op de bovenge­
noemde tijdstippen ook bepalingen verricht 3, 8 en 1 5  minuten na 
de formalinetoediening. Teneinde een goede vergelijking mogelijk te 
maken werden het bijnierschorscorticosterongehalte en de in vitro 
productie van corticoïden ook 3, 8, 1 5  en 30 minuten en 2, 6, 1 2  en 
18  uur na de formalinetoediening bepaald, terwijl ongestresste ratten 
als controles dienden. Onder ongestresste ratten worden die dieren 
verstaan, die geen formaline kregen toegediend. Zij werden van te 
voren evenals de andere dieren in een kooi geplaatst en op het mo­
ment van de proef zeer snel na uit de kooi genomen te zijn gedecapi­
teerd. 
Chirurgie. Hypofysectomie werd onder ethernarcose verricht via 
de parafaryngeale route. De hypofysectomie van alle in dit proef­
schrift gebruikte dieren werd door een op dit gebied zeer ervaren 
medewerker van het Farmacologisch Laboratorium verricht. Con­
trole op eventueel achtergebleven hypofyseresten geschiedde door 
macroscopische en soms microscopische inspectie van de sella turcica. 
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Deze ratten werden 18-21 uur na de hypofysectomie gebruikt, aan­
gezien DEAR en GUILLEMIN (1960) aantoonden dat op dit tijdstip de 
bijnierschors van hypofyseloze ratten het meest gevoelig is voor 
ACTH. Unilaterale adrenalectomie werd ook onder ethernarcose uit­
gevoerd. De linker bijnier werd geëxstirpeerd via een incisie in de 
flank. 
De bijnieren werden direct na verwijdering uit het lichaam op 
een vochtig filtreerpapiertje van vet en ander weefsel ontdaan. Na 
geheel schoongemaakt te zijn werden zij gewogen op een torsiebalans 
tot 0.05 mg nauwkeurig. Direct daarna werd een van de genoemde 
bepalingen uitgevoerd. 
Toedieningswegen. De intraveneuze toediening werd via een la­
terale staartvene verricht. De subcutane toediening geschiedde op 
de overgang van de nek naar de rug. Indien meerdere malen subcu­
taan werd geïnjiceerd, werd voor elke injectie een andere plaats op 
de rug gekozen. 
Preparaten. Als standaardpreparaat werd het U.S.P.-ACTH ge­
bruikt, waarvan de sterkte 1.16 E per mg bedraagt. 
Als langwerkend ACTH-preparaat werd het ACTH(A1)Zn ge­
bruikt. Het AcACTH werd vervaardigd door gezuiverd, niet ge­
hydrolyseerd cortrofine over een kolom van carboxymethylcellulose 
(CMC) te laten lopen, waarbij pyridine-azijnzuur als buffersysteem 
werd gebruikt. Door toevoeging van Zn(OHh werd een preparaat 
met verlengde wel."king verkregen. Het preparaat werd voor ons 
bereid door de research laboratoria van de N.V. Organon te Oss. 
Toegepaste statistiek 
1. De standaardfout van het gemiddelde werd berekend volgens de 
formule : l/ � x)2 
n(n-1)  
2. De significantieberekeningen werden uitgevoerd volgens de 
methode van W1LCOXON (1945) en VAN DER VAART (1950). Een 
verschil werd als significant beschouwd wanneer de dubbelzijdige 
overschrijdingskans P <0.05 was. 
3. Voor het berekenen van de dosis-werkingscurven werd gebruik 
gemaakt van de methode welke BuRN e.a. (1950) aangeven. 
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II. B e p a 1 i n g m e t h o d e n 
l .  Het ascorbinezuurgehalte van de bijnier 
Het ascorbinezuurgehalte van de bijnier werd bepaald volgens de 
door SAYERS e.a. (1948) gemodificeerde methode van RoE en KUE­
THER (1943 ) .  De bijnieren werden schoongeprepareerd, gewogen en 
daarna met een glasstaaf en zand in een conische buis met 1 2  ml 
4 °/o trichloorazijnzuur fijngewreven. Na toevoegen van ± 300 mg 
norit, mengen en affiltreren werd in twee reageerbuizen 4 ml van 
het filtraat gepipetteerd. Hieraan werd 1 ml 2,4-dinitrofenylhydra­
zine en 1 druppel van een 100/o thioureumoplossing toegevoegd. Na 
goed schudden werden deze buizen 3 uur in een waterbad bij 37° C 
geïncubeerd, waarna onder schudden in ijswater druppelsgewijs 5 ml 
85 0/o H2SO4 werd toegevoegd. Na een half uur werd de verkleuring 
gemeten in een Spekkercolorimeter bij een golflengte van 520 m,u 
in cuvettes met 1 cm lichtweg tegen een blanco oplossing. Deze blan­
co oplossing liep de gehele bepaling mee, doch werd niet in een 
waterbad van 37° C geplaatst. Het ascorbinezuurgehalte van de bij­
nier werd berekend door vergelijking van de kleurreacties met die 
van standaarden welke bij elk experiment opnieuw werden bepaald. 
2. Het cholesterolgehalte van de bijnier 
Het cholesterolgehalte van de bijnier werd bepaald volgens een 
door ÜLLING in 1953 in dit laboratorium ontwikkelde methode. Het 
cholesterol uit de bijnier werd direct geëxtraheerd door de bijnier 
in 4 ml ijsazijn in een centrifugebuis met droog zand en een glas­
staaf fijn te wrijven. Daarna werd een spatelpunt magnesiumsulfaat 
toegevoegd en na goed mengen werd het buisje 30 minuten afgesloten 
weggezet. Na centrifugeren werd 3 ml van het extract toegevoegd 
aan een ijskoude oplossing van 6 ml azijnzuuranhydride en 0.3 ml 
geconcentreerd zwavelzuur. Vervolgens werd deze oplossing precies 
10 minuten in een waterbad van 37° C geplaatst, waarna 60 mi­
nuten gekoeld werd in ijskoud water. De verkleuring in de oplossing 
werd gemeten ten opzichte van een blanco oplossing in een Spekker­
colorimeter bij 680 m,tt in cuvettes met 1 cm lichtweg. De kleur­
vorming van het geëxtraheerde cholesterol berust op de kleurreactie 
van Liebermann-Burchard in een milieu van ijsazijn (KIBRICK e.a., 
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1951 ). Het cholesterolgehalte van de bijnier werd berekend met be­
hulp van een tevoren gemaakte ijklijn. 
Excurs betref Jende enige literatuurgegevens over corticosteroiden­
bepalingen ( ad 3, 4 en 5) 
Teneinde corticosteroïden, welke in vivo of in vitro door ratte­
bijnieren worden gevormd respectievelijk in plasma, in weefsel­
extracten of in incubatiemedia, kwantitatief te meten, kan men van 
verschillende methoden gebruik maken. Veel toegepast voor het 
meten van steroïden in incubatiemedia is de methode welke berust 
op de U.V.-licht absorberende eigenschappen van substanties met 
een Ll4-3-ketogroep. Deze eigenschappen hangen af van de golf­
lengte van maximale absorptie, van het oplosmiddel en van de mole­
culaire extinctiecoëfficient (FrnsER en FIESER, 1958). De golflengte 
moet empirisch worden vastgesteld, waarbij blijkt dat de corcicoste­
roiden een sterke absorptieband in het gebied van 230 tot 255 m,11 
vertonen. 
In 1954 ontwikkelde SwEAT voor de meting van corticosteroïden 
een kwantitatieve methode, welke berust op de fluorescentie van 
enkele corticoïden opgelost in zwavelzuur. ZENKER en BERNSTEIN 
(1958) bewezen dat 70 delen zwavelzuur 95 0/o met 30 delen ethanol 
96 0/o (verder genoemd corticosteronreagens) het de meeste fluores­
centie gevende oplosmiddel was. 
Het vrije corticosteron wordt met behulp van fluorescentie ge­
meten. Of schoon ratten geen bijnierschorshormonen meer produceren 
na adrenalectomie, blijkt in het plasma van deze dieren toch nog 
fluorescentie voor te komen die met 4.5-6.5 pg (GUILLEMIN e.a., 
1958) en met 2.2 ,11g corticosteron per 100 ml plasma (VAN DER 
Vrns e.a., 1960) overeenkomt. Deze fluorescentie, die als fluorescentie 
van onbekende origine wordt beschouwd, wordt gewoonlijk van de 
gemeten fluorescentie afgetrokken. 
Uit de proeven van SwEAT (1954a; 1954b) en van S1LBER e.a. 
(1958) blijkt, dat van de door de rattebijnier geproduceerde corti­
coïden het corticosteron voornamelijk verantwoordelijk is voor de 
fluorescentie. Steroïden met een OH-groep aan C-3 geven 1/ 3 van 
de fluorescentie van corticosteron (SwEAT, 1954a). Deze steroïden 
w0rden door de rattebijnieren niet of zeer weinig geproduceerd. 
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Steroïden met een OH-groep aan C-18 fluoresceren niet, hierbij is 
de 17-a-ketogroep niet meer intact. Het aldosteron verkeert, opge­
lost in zwavelzuur, in zijn aldehydevorm. Het blijkt wel te fluores­
ceren indien gebruik wordt gemaakt van een Farrand-spectrofluori­
meter (BRUINVELS en VAN NooRDWIJK, 1962) . Gebruikt men een 
fluorimeter met een primair en een secundair filter, zoals door VAN 
DER Vrns e.a. (1960) is beschreven, dan is van het aanwezige aldoste­
ron geen fluorescentie te verwachten. Met de U.V.-absorptiemethode 
meet men dus alle door de bijnierschors gevormde producten met 
een 6. 4-3-ketogroep, terwijl met de fluorescentiemethode vrijwel 
alleen corticosteron wordt gemeten. 
3. Het corticosterongehalte van het plasma 
Om het niet gebonden corticosteron in plasma te bepalen werd 
van de methode van VAN DER Vrns e.a. (1960) gebruik gemaakt. 
Het bloed van de gedecapiteerde rat werd opgevangen in een buisje 
waaraan tevoren 0.2 ml van een 60 0/o natriumnitraatoplossing was 
toegevoegd. Teneinde de vetachtige s"offen uit het plasma te 
extraheren werd het plasma van het direct na afname gecentrifu­
geerde bloed 20 minuten met 5 ml petroleumether (kpt. 40° -60° C) 
gerold. Hiertoe werden de buizen met de daarin aanwezige oplos­
singen horizontaal in klemmen bevestigd op een trommel, die 30 om­
wentelingen per minuut maakte. Daarna werd 2 ml plasma met een 
plastic injectiespuit opgezogen en verdund met 3 ml gedestil leerd 
water. De corticoïden werden geëxtraheerd door dit mengsel met 
6 ml methyleenchloride gedurende 45 minuten te rollen. Hierna 
werd het methyleenchloride-extract in een andere buis gepipetteerd 
en de resterende corticoïden uit het plasmamengsel werden nog eens 
op dezel'fde wijze met 6 ml methyleenchloride geëxtraheerd. De twee 
methyleenchloride-extracten werden bij elkaar gevoegd en gedurende 
1 minuut met 1 ml 0.1 N NaOH geschud en daarna direct gecentri­
fugeerd. Het alkali werd afgezogen, waarna voldoende natrium­
sulfaat werd toegevoegd om al het water aan het extract te ont­
trekken. Acht ml van het methyleenchloride-extract werd na 10 mi­
nuten in een andere buis gepipetteerd en geschud met 2.2 ml  cortico­
steronreagens. Na het centrifugeren werd 2 ml van het reagens in 
kleine buisjes gepipetteerd. Eén uur na het schudden werd de fluores-
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centie gemeten in de door VAN DER VIES e.a. (1960) beschreven 
fluorimeter tegen een blanco oplossing welke alleen corticosteron­
reagens bevatte. Het corticosterongehalte van het plasma werd be­
rekend met behulp van de gehele bepaling meelopende standaard­
oplossingen van 0.5, 1.0, 2.0 en 4.0 pg corticosteron per ml. De 
fluorescentie van onbekende origine overeenkomend met 2.2 11g cor­
ticosteron per 100 ml plasma (VAN DER VIES e.a., 1960) werd van 
elke waarde af getrokken. 
4. Het corticosterongehalte van de bijnier 
Dit werd bepaald volgens de gemodificeerde methode van MoN­
CLOA e.a. (1959). De bijnieren werden schoongeprepareerd en na ge­
wogen te zijn in een puntbuisje gebracht waarin zich wat zand en 
0.5 ml van een 330/o ethanoloplossing bevond. De bijnieren werden 
hierin met een glasstaaf fijngewreven. Hierna werd 3.5 ml ethanol 
100/o toegevoegd. Twee ml van het extract werd gepipetteerd en sa­
mengebracht met 2 ml ethanol 130/o. Het geheel werd uitgeschud 
met 5 ml petroleumether (kpt. 40°-60° C). Na centrifugeren en ver­
wijderen van de petroleumether werden de in het extract aanwezige 
corticoïden geëxtraheerd met 4 ml methyleenchloride. Het mengsel 
werd na 1 minuut schudden gecentrifugeerd en de methyleenchloride 
werd vervolgens overgepipetteerd in andere buizen. Daarna werd 
1 ml 0.1 N NaOH toegevoegd en na 1 minuut schudden werd het 
loog direct na centrifugeren afgezogen. Daarna werd 2.2 ml cortico­
steronreagens toegevoegd. Na opnieuw 1 minuut schudden en na 
centrifugeren werd 2 ml van het zwavelzuur-ethanolextract in kleine 
buisjes gepipetteerd en 1 uur hierna werd de fluorescentie hiervan 
bepaald in een fluorimeter zoals die door VAN DER VIES e.a. (1960) 
is beschreven. Hoeveelheden van 0.125, 0.250, 0.500 en 1.00 µg 
corticosteron per ml ethanol 13  0/o als standaarden en een blanco 
oplossing van ethanol 13 0/o liepen de gehele bepaling mee. Meting 
en berekening van het corticosterongehalte geschiedden door de 
fluorescentie van de extracten te vergelijken met die van de 
standaardoplossingen. 
5. De corticoid- en corticosteronproductie in vitro 
Deze werden bepaald zoals door VAN DER VIES e.a. (1960) is be-
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schreven. De bijnieren werden direct na het doden van het dier op 
een vochtig filtreerpapiertje van vet en ander weefsel ontdaan, op 
een torsiebalans tot 0.05 mg nauwkeurig gewogen, in vieren gedeeld 
en gedurende 1 uur geïncubeerd in een vaatje met 2 ml Krebs­
Ringer-bicarbonaat-200 mg 0/o-glucoseoplossing (medium) in een 
Dubnoff-shaker bij 37.:: C, onder doorleiding van carbogeen. De 
vaatjes werden 100 maal per minuut geschud. Het medium werd 
daarna gepipetteerd in 2 ml methyleenchloride. (De in het medium 
gevormde corticoïden worden door methyleenchloride geëxtraheerd.) 
De hoeveelheid corticoïden in dit extract werd spectrofotometrisch 
bij 230, 240 en 260 mp bepaald. Het verschil tussen de optische 
dichtheid bij 240 mp en 260 ffi/l diende als maatstaf voor het cor­
ticoidengehalte van het methyleenchloride-extract. Uit een tevoren 
gemaakte ijklijn werd de gevormde hoeveelheid corticoïden berekend 
en deze werd uitgedrukt in pg per 100 mg bijnier of in ,11g per 
2 bijnieren per uur. 
Teneinde uitsluitend het in vitro gevormde corticosteron te be­
palen (verder te noemen corticosteronproductie in vitro) werd 1 ml 
van het methyleenchloride-extract gepipetteerd in 9 ml verse methy­
leenchloride. Hieraan werd 1 ml 0.1 N NaOH toegevoegd; na 
schudden, centrifugeren en afzuigen van het loog werd 8 ml van 
dit verdunde extract overgebracht in een andere buis. Hieraan werd 
2.2 ml corticosteronreagens toegevoegd. Na schudden en kort centri­
fugeren werd 2 ml van het zwavelzuur-ethanolextract gepipetteerd 
in kleine buisjes. Voor de fluorescentie werd gebruik gemaakt van 
een fluorimeter, zoals in 1960 door VAN DER Vrns e.a. is beschreven. 
De fluorescentie werd gemeten tegen een blanco oplossing, die werd 
verkregen door een buis met medium, waaraan geen bijnierweefsel was 
toegevoegd, de gehele bewerking te laten meelopen. Het corticosteron­
gehalte werd berekend met behulp van bij elke bepaling meelopende 
standaardcorticosteronoplossingen van 0.5, 1.0, 2.0 en 4.0 /lg corti­
costeron per 2 ml medium. 
6. De ACT H-actfr;iteit in het bloed 
Acht groepen van 3 vrouwelijke ratten werden gebruikt, die 3 ,  
8, 15 en 30 minuten en 2, 6, 12  en 18 uur na een subcutane formaline­
injectie werden gedecapiteerd. Drie ratten werden niet met forma-
1 8  
line behandeld; deze werden als controles gebruikt. Het bloed van 
de ratten van elke groep werd gezamenlijk opgevangen in een kolf 
waarin tevoren 0.05 ml heparine 1 : 5000 per ml op te vangen 
bloed was gebracht. Direct na het opvangen van het bloed - waar­
bij er voor werd gezorgd dat de periode tussen het opvangen en het 
toedienen van het bloed 2 minuten duurde - werd 4 ml van het 
gehepariniseerde bloed in een staartvene toegediend aan elk van 
2 vrouwelijke ratten van 100 gram, welke + 20 uur tevoren waren 
gehypofysectomeerd. Deze recipienten werden na 15 minuten ge­
decapiteerd, waarna de in vitro corticoidproductie van de bijnieren 
van deze dieren werd bepaald. 
7. Het ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab 
Twee groepen van 5 ratten werden gedecapiteerd, waarna de hy­
pofyses voorzichtig uit de sella turcica werden genomen. De hypo­
fyseachterkwab werd verwijderd. Daarna werden de voorkwabben 
in 2 groepen van 5 gezamenlijk op een torsiebalans gewogen tot 
0.05 mg nauwkeurig en in twee puntbuisjes, waarin 0.3 ml 0.1 N HCI 
en zand aanwezig was, gebracht. De extractie geschiedde nagenoeg 
geheel volgens FoRTIER (1958). Het weefsel werd gehomogeniseerd 
door fijnwrijven met een glasstaaf in het puntbuisje. Aan de homo­
genaten werd 0.1 N HCl toegevoegd tot een concentratie van 2 mg 
weef selextract per ml, waarna gedurende 3 minuten werd gecentri­
fugeerd met een toerental van 2000 R.P.M. Nadat de bovenstaande 
vloeistof waarin zich het ACTH bevond was overgepipetteerd in 
een flesje, werd deze gedurende één nacht ingevroren bij -4° C. 
U.S.P.-ACTH werd na oplossen in 0.1 N HCl tot een concentratie 
van 50 mE ACTH per ml ook gedurende één nacht ingevroren. De 
volgende ochtend werden het extract en de ACTH-oplossing vlak 
voor het experiment geneutraliseerd met 0.1 N NaOH. De dosering 
van het toegediende hypofysevoorkwabextract werd uitgedrukt in 
mg vers hypofysevoorkwabweefsel. Vrouwelijke ratten van 1 40-
160 gram, welke ongeveer 20 uur tevoren waren gehypofysectomeerd, 
dienden als receptoren. Aan deze ratten werd in de staartvene U.S.P.­
ACTH toegediend in doseringen van 0.8 mE, 1 .6 mE en 3.2 mE per 
100 gram lichaamsgewicht. Hypofysevoorkwabextract werd in de 
staartvene aan de receptorratten toegediend in doseringen van 80 ;1g, 
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1 60 µg en 320 µg per 100 gram lichaamsgewicht. Vijftien minuten 
na de injectie werd de linker bijnier geëxstirpeerd. Van deze bijnieren 
werd daarna de in vitro corticoidproductie bepaald. 
8. Het ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab na formalinestress 
Vrouwelijke ratten van 140-160 gram werden subcutaan met for­
maline ingespoten. Er werden 8 groepen van 5 ratten gebruikt, welke 
3, 8, 15  en 30 minuten en 2, 6, 1 2  en 1 8  uur na de formalinetoe­
diening werden gedecapiteerd. Vijf niet met formaline behandelde 
ratten dienden als controles. De hypofysevoorkwabben werden op 
dezelfde wijze verkregen als hierboven is beschreven. De hypofyse­
voorkwabben van 5 ratten werden gezamenlijk gewogen en in een 
puntbuisje met 0.3 ml 0.1 N HCl en zand gebracht. Daarna werd 
gehomogeniseerd door fijnwrijven met een glasstaaf. Deze extracten 
en de ACTH-oplossingen werden daarna op dezelfde wijze verder 
behandeld als hierboven is beschreven. Vrouwelijke ratten van 140-
1 60 gram, die ongeveer 20 uur tevoren waren gehypofysecto­
meerd, dienden als receptoren. Aan deze ratten werd in de staart­
vene U.S.P.-ACTH toegediend in doseringen van 0.6 mE en 2.4 mE 
per 100 gram lichaamsgewicht. Hypofysevoorkwabextract werd in 
de staartvene aan de receptorratten toegediend in doseringen van 
60 ,ug en 240 ,ug per 100 gram lichaamsgewicht. Vijftien minuten 
na de injectie werd de linker bijnier geëxstirpeerd. Van deze bijnieren 
werd de corticoidproductie in vitro bepaald. 
C. RESULTATEN 
1. Het ascorbinezuurgehalte van de bijnier 
Figuur 1 laat het gedrag van het ascorbinezuur in de bijnier na 
subcutane formalinetoediening zien. Er treedt een daling van het 
ascorbinezuurgehalte op, die na een half uur bijna maximaal is. 
Gedurende 2 uur blijft het gehalte laag. Daarna treedt een langzaam 
herstel in. De aanvangswaarde wordt 1 8  uur na het begin van de 
stress niet bereikt (P <0.01 ) .  
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Fig. 1 .  De invloed van formalinestress op het ascorbinezuurgehalte van 
de bijnier. 
2. Het cholesterolgehalte van de bijnier 
Figuur 2 laat het verloop van het cholesterolgehalte van de bij­
nier na formalinetoediening zien. In vergelijking met het ascorbine­
zuur daalt het cholesterol veel langzamer. Na een half uur is er een 
geringe daling te zien, die echter nog niet significant verschilt van 
de aanvangswaarde. Na 6 uur wordt de laagste waarde bereikt. 
Daarna ontstaat er een geleidelijke stijging van het cholesterolgehalte, 
waarbij echter na 1 8  uur de aanvangswaarde nog niet is bereikt 
(P <0.01) .  
3 .  Het corticosterongehalte van het plasma 
Figuur 3 laat de veranderingen van het plasmacorticosterongehalte 
na subcutane formalinetoediening zien. Het normale corticosteron­
gehalte bedraagt 2.6 /tg per 100 ml plasma na correctie van de 
fluorescentie van onbekende origine. Na een half uur is het cortico­
sterongehalte van het plasma ten opzichte van de normale waarde 
2 1  
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Fig. 2 .  D e  invloed van formalinestress op het cholesterolgehalte van 
de bijnier. 
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Fig. 3. De invloed van formalinestress op het cortic0sterongelrnlte van 
het plasma 
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sterk gestegen. Het maximum effect wordt tussen 30 mmuten en 
2 uur na de stress bereikt. Na 2 uur treedt een daling op, waarbij 
het verschil mtt de controledieren 12 uur na de toediening niet meer 
significant is (P > 0.05). Na 18 uur is de normale waarde weer 
bereikt. 
4. Het corticosterongehalte van de bijnier 
Tabel 1 laat het effect op het bijniercorticosterongehalte zien van 
een eenmalige ACTH-toediening bij hypofyseloze ratten. Dit ge­
halte stijgt door de intraveneuze injectie van ACTH en is na 15 mi­
nuten het hoogst. Zestig minuten na de injectie is het weer tot de 
aanvangswaarde gedaald. 
TABEL 1 
Het effect van 3.2 mE U.S.P.-ACTH per 100 gram lichaamsgewicht, intra­
veneus toegediend aan hypofyseloze ratten, op het corticosterongehalte 
van de bijnier. 
Tijd na A-mtal Corticosterongehalte in ftg per 100 mg toediening 
in minuten dieren bijnierweefsel 
0 6 0. 14 ± 0.05*) 5 8 1 . 66 + 0.26 10 1 1  1 5 7  ± 0.45 l5 1 1  1. 80 ± 0.28 30 1 1  0.73 ± 0.15 60 8 0.09 ± 0.04 
*) Standaardfout van het gemiddelde 
Figuur 4 geeft de relatie aan tussen de verschillende hoeveelheden 
toegediend ACTH en het corticosterongehalte van de bijnier van 
hypofyseloze ratten. Ook nu weer stijgt het corticosterongehalte, doch 
er is geen significant verschil tussen het gehalte na toediening van 
1.6 en 6.4 mE ACTH. De helling van de dosis-werkingscurve is 
daardoor erg vlak. De standaardafwijkingen van de gemiddelden zijn 
groot, waardoor ook de standaardfout van de hellingshoek groot 
is. De index van precisie is 0.64. 
De subcutane toediening van 4 E ACTH(A1)Zn gedurende een 
week doet het corticosterongehalte van de bijnier geleidelijk toe­
nemen (tabel 2). Het bijniergewicht stijgt echter ook aanzienlijk. 
Ten opzichte van het bijniergewicht neemt het corticosterongehalte 
de eerste 36 uur iets meer toe. 
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Fig. 4. De relatie tussen de hoeveelheid U.S.P.-ACTH en het cortico­
sterongehalte van de bijnier. 
TABEL 2 
Het effect van chronische subcutane toediening van 4 E ACTH(A1)Zn op 
het corticosterongehalte van de bijnier van hypofyseloze ratten. 
Corticosteron- Corticosteron-
Tijd in Aantal Gewicht gehalte van de gehalte van de 
uren dieren rechter bijnier bijnier in µg bijnier in µg in mg per bijnier per 100 mg bijnier 
0 5 9.3 ± 0.8*) 0.05 ± 0.01 0.58 ± 0.07 
1/2 5 9.0 ± 0.4 
1 
0.32 ± 0.04 3.47 + 0.54 
2 5 9.6 ± 0,7 0.37 ± 0.06 3.88 ± 0 52 
12 5 13.5 ± 1 .2  1 0.57 ± 0.05 4 25 ± 0.45 
36 5 17.5 ± 2.3 0.83 -+ 0.11 4.93 ± 0.64 
180 5 24.1 ± 2.2 1 0.90 ± 0.12 4.08 ± 0.48 
1 
*) Standaardfout van het gemiddelde 
De veranderingen van het corticosterongehalte van de bijnier na 
formalinetoediening zijn afgebeeld in figuur 5. Het gehalte neemt 
snel toe, na 8 minuten is dit reeds verzesvoudigd. Na 1 5  minuten is 
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het gehalte echter weer significant lager dan na 8 minuten om daarna 
weer te stijgen. Een half uur na het begin van de stress volgt een 
daling, waarbij het aanvangsniveau na ongeveer 12 uur wordt be­
reikt. 
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Fig. 5. De invloed van formalinestress op het corticosterongehalte van 
de bijnier. 
5. De corticoid- en corticosteronproductie in vitro 
Tabel 3 laat het effect zien van de intraveneuze mJectie van 
3.2 mE ACTH per 100 gram lichaamsgewicht op de corticoid- en 
corticosteronproductie in vitro van bijnieren van hypofyseloze rat­
ten. Het is duidelijk dat deze productie 5, 10, 15, 30 en 60 minuten 
na de ACTH-toediening verhoogd is, waarbij na 15 minuten het 
maximum wordt bereikt. Na 60 minuten is het effect bijna verdwenen. 
De verhouding van het geproduceerde corticosteron (B) tot de totale 
hoeveelheid corticoiden (T) (ratio = B/T) stijgt direct na ACTH­
stimulering van 0.38 naar 0.51 .  Na 1 5  minuten neemt de ratio af 
en na 60 minuten is het oorspronkelijke niveau weer bereikt. 
Figuur 6 laat de relatie zien tussen de hoeveelheid toegediend 
ACTH en de corticoid- en corticosteronproductie in vitro bij hypo­
fyseloze ratten. De in vitro productie werd hier 1 5  minuten na intra-
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TABEL 3 
Het effect van 3.2 mE U.S.P-ACTH per 100 gram lichaamsgewicht, intra­
veneus toegediend aan hypofyseloze ratten, op de corticoid- en cortico­
steronproductie in vitro. 
Tijd na 
t.oedie- Aantal 









Corticoid- 1 Corticosteron- 1 
productie productie 1 in vitro in µg per
,
in vitro in µg per 
100 mg bijnier 100 mg bijnier 
per uur per uur 
5.6 ± 0.6*) 2.1 ± 0.2 
21.3 ± 1 . 1  10.9 ± 0.7 
21.8 ± 0 7 11 . 1  ± 0.6 
22.5 ± 0.9 1 1 .2 + 0.8 
17.4 ± 0.8 
1 
7.8 ± 0.9 
8.9 - 0.3 3.3 ± 0.2 
*) Standaardfout van het gemiddelde 
30 JJ9 /•oo m g  /uur 
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2_0 
b = 16.6 ± 1 .8 
1 5  
1 0  
5 
0 
0 . 4  1 . 6  6. 4 m E  
Ratio BIT 
(zie tekst) 
0.38 ± 0.02 
0.51 + 0 02 
0 51 ± 0 01  
0 50 ± 0 03 
0.44 ± 0.03 
0.37 ± 0.02 
- totale cort icoïden - corticosteron 
Fig. 6. De relatie tussen de hoeveelheid U.S.P.-ACTH en de mate van 
corticoid- en corticosteronproductie in vttro. 
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veneuze toediening van 0.4, 1.6 en 6.4 mE ACTH per 100 gram 
lichaamsgewicht gemeten, omdat uit het vorige experiment was ge­
bleken dat het effect van ACTH 15 minuten na de toediening het 
grootst is. De gemeten waarden liggen op geringe af stand van de 
berekende regressielijnen. De index van precisie is voor de corticoid­
productie in vitro 0.27 en voor de corticosteronproductie in vitro 
0.26. Tabel 4 geeft een overzicht van de resultaten. Naarmate de 
toegediende doses ACTH hoger zijn stijgen de ratio's. 
TABEL 4 Het effect van verschillende doseringen U.S.P.-ACTH op de corticoid- en corticosteronproductie in vitro van hypofyseloze ratten. 
mE Corticoid- Corticosteron-U.S.P.-ACTH productie productie Aantal in vitro in vitro Ratio BIT dieren per 100 gram in 11g per in 11g per (zie tekst) lichaams-gewicht 100 mg 100 mg bijnier per uur bijnier per uur 
10 - 6.9 ± 0.4*) 
1 
1.9 ± 0.1 
1 
0.28 ± 0.02 10 0.4 10.7 ± 1.5 3.9 ± 0.8 0.34 ± 0.02 10 1.6 21.7 ± 1.6 10.7 ± 1.0 0.49 ± 0.02 10 6.4 30.8 ± 1.3 16.2 ± 0.8 0.53 ± 0.01 *) Standaardfout van het gemiddelde 
Tabel 5 Iaat de resultaten zien van het effect van langdurige 
ACTH-toediening op de corticoid- en corticosteronproductie in vitro 
bij hypofyseloze ratten. De in vitro productie werd 0.5, 2, 12, 36 en 
180 uur na subcutane toediening van 4 E ACTH(A1)Zn per dag 
bepaald. Het bijniergewicht neemt geleidelijk toe tot 240 0/o na 
180 uur ten opzichte van de intacte controles welke geen ACTH 
kregen. De in vitro productie stijgt evenredig met het bijniergewicht. 
Tabel 5 geeft tevens de resultaten van de in vitro productie weer, 
indien men deze per 100 mg bijnier berekent. De ratio BIT neemt 
toe naarmate de bijnierschors langer onder ACTH-invloed staat. 
Figuur 7 laat de veranderingen van de corticoidproductie in vitro 
na formalinestress zien. Ook hier ontstaat een snelle stijging, welke 
na 15 en 30 minuten de maximumwaarde bereikt. Deze is viermaal 
zo hoog als de aanvangswaarde. Na een half uur daalt de in vitro 
productie geleidelijk. Na 6 uur is het verschil met de controledieren 





Tijd in Aantal uren dieren 
0 5 
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TABEL 5 Het effect van chronische subcutane toediening van 4 E ACTH(A1)Zn op de corticoid- en corticosteronproductie in vitro van hypofyseloze ratten. 
1 
1 Cortico- I Corticoid-Corticoid- steron- productie Linker productie Bijnier- bijnier- in vitro productie Ratio BIT in vitro gewicht gewicht in µg per in vitro (zie tekst) in µg per in mg in mg 2 bijnieren in µg per 100 mg per uur 2 bijnieren bijnier per uur per uur 
19.9 t 1.2*) 10.6 ± 0.7 0.61 ± 0.03 0.21 ± 0.02 0.35 ± 0.02 5.9 ± 0.5 19.3 ± 0.8 10.3 ± 0.5 2.31 ± 0.08 1.17 ± 0.07 0.50 ± 0.02 22.7 ± 1.4 20.4 ± 1.1 10.8 ± 0.5 3.18 ± 0.09 1.86 ± 0.08 0.58 ± 0.01 29.7 ± 2.2 28.7 ± 2.0 15.2 ± 0.9 3.45 ± 0.18 2.00 ± 0.14 0.58 :t- 0.02 22.3 ± 1.5 36.1 ± 3.8 18.6 ± 2.7 4.10 ± 0.15 2.44 ± 0.16 0.60 ± 0.01 22.8 ± 1.4 48.4 ± 4.1 24.3 ± 2.4 5.28 ± 0.57 3.85 ± 0.42 0.72 ± 0.02 21.7 ± 0.7 
*) Standaardfout van het gemiddelde 
Cortico-steron-productie in vitro in µg per 100 mg bijnier per uur 
2.0 ± 0.1 11.4 ± 0.7 17.3 ± 1.1 12.8 ± 0.8 13.7 ± 1.0 15.7 ± 0.6 
30 ,ug/100 mg/uur 
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Fig. 7. De invloed van formalinestress op de corticoid- en corticosteron­
productie in vitro. 
In figuur 7 is eveneens het verloop van de corticosteronproductie 
in vitro te zien. De stijging is hier relatief groter dan die van de 
corticoidproductie in vitro. Na 30 minuten wordt de maximum­
waarde bereikt, welke zevenmaal zo hoog is als de aanvangswaarde. 
Hierna daalt de corticosteronproductie in vitro, hoewel gedurende 
de eerste anderhalf uur langzamer dan de corticoidproductie. Na 
12  uur is de aanvangswaarde weer bereikt. 
Tabel 6 vermeldt de resultaten van de verhouding van de corti­
coid- tot de corticosteronproductie in vitro. De ratio stijgt na 8 mÎ· 
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nuten tot 0.50 en na 2 uur tot 0.60 om daarna geleidelijk weer te 
dalen. 
TABEL 6 
De invloed van formalinestress op de verhouding van de corticoidpro­
ductie in vitro tot de corticosteronproductie in vitro (ratio BIT). 
Tijd na de stress 
1 
Aantal dieren 1 Ratio BIT 
1 
0 10 0 30 ± 0.03*) 
3 min 10 0.44 ± 0.02 
8 min 1 10 0.50 ± 0.02 15 min 10 0.51 ± 0.02 30 min 10 0.52 ± 0.0::S 
2 uur 10 0.60 ± /J.02 
6 uur 
) 
10 0.49 ± '1.02 
12 uur 10 0.39 ± 0.02 
18 uur 10 0.36 ± 0.02 
*) Standaardfout van het gemiddelde 
6. De ACTH-activiteit in het bloed 
De ACTH-activiteit in het bloed stijgt zeer snel na de formaline­
injectie. Zoals figuur 8 laat zien wordt na 3 minuten de grootste 
activiteit gemeten. Acht minuten na het begin van de stress wordt 
de ACTH-activiteit geringer. Na 2 uur is het verschil met de con­
trolewaarde nog significant (P = 0.021), terwijl na 6 uur de aan­
vangswaarde weer wordt bereikt. 
7. Het ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab 
Dit werd bepaald door ijking van het hypofysevoorkwabextract 
tegen U.S.P.-ACTH, waarbij de gebruikte doseringen als fysiolo­
gisch voor de rat zijn te beschouwen. Met de verkregen resultaten 
van de corticoidproductie in vitro werden enkele punten van de log­
dosis-werkingscurven vastgesteld en de bijbehorende regressielijnen 
werden berekend. Zoals figuur 9 laat zien lopen de regressielijnen 
voor ACTH en hypofysevoorkwabextract evenwijdig. Op grond 
hiervan mag men aannemen dat de activiteit van het hypofyse-extract 
volledig voor rekening van het daarin aanwezige ACTH komt. Ver­
der is van belang dat de gemeten punten op de verschillende dosis­
mveaus van extract en van ACTH niet significant afwijken van 
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Fig. 8. De invloed van formalinestress op de ACTH-activiteit in het bloed, 
rechtlijnigheid. De berekende regressielijnen mogen daarom gebruikt 
worden als beste schatting van het rechtlijnige deel van de werkelijke 
dosis-werkingscurven. Op grond hiervan is het geoorloofd een vier­
puntsijking uit te voeren volgens het 2 x 2 geheel aselekt symmetrisch 
schema ter berekening van het ACTH-gehalte van de hypofysevoor­
kwab. Gebruik makend van dit schema bleek het ACTH-gehalte van 
het extract van onbehandelde ratten 9.3 mE per mg vers hypofyse­
voorkwabweefsel te bedragen. 
8. Het ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab na formalinestress 
Tabel 7 laat de veranderingen van het ACTH-gehalte van de 
hypofysevoorkwab zien gedurende de formalinestress. Aangezien de 
proefopzet te omvangrijk was om in één keer te worden uitgevoerd, 
werd het experiment in twee delen gesplitst, waarbij het ACTH­
gehalte eerst werd bepaald voor de stressperioden vanaf een half uur 
en langer en later voor de kortdurende stressperioden van 3, 8 en 
3 1  
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Fig. 9. De relatie tussen de hoeveelheid U.S.P.-ACTH en hypofyse­
voorkwabextract en de mate van corticoidproductie in vitro. 
TABEL 7 
De  invloed van formalinestress op het gehalte aan ACTH in de hypofyse­
voorkwab. 
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4.0 - 7.2 0.18 
4.3 - 7.0 0.15 
3.4 - 5.5 0.14 
15  minuten. Beide malen werd het ACTH-gehalte van de hypofyse­
voorkwab van onbehandelde ratten ook bepaald. Aangezien deze 
gehaltes niet 9ignificant verschilden werden de twee afzonderlijke 
proeven als één experiment beschouwd. Figuur 1 0  laat de resultaten 
zien. Het ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab blijkt 3, 8 en 
15  minuten na de formalineïnjectie verhoogd te zijn. Daarna treedt 
een daling op, waarbij na 6 uur het gehalte lager is dan dat van de 
controledieren. Na 1 8  uur bedraagt het ACTH-gehalte 49 °/o van de 
aanvangswaarde. 
mE/.mg 
1 5  
1 0  
5 
0 
0 8 15 min.  
L,,__..._ ........ _........__,k,.__,_ __ __..__ ___ __., ____ _. 
2 6 1 2  1 8 uur 
Fig. 10. De invloed van formalinestress op het ACTH-gehalte van de 
hypofysevoorkwa b. 
D. DISCUSSIE 
De hiervoor beschreven resultaten maken een onderlinge verge­
lijking tussen de verschillende indirecte methoden voor de bepaling 
van ACTH mogelijk. Om na te gaan welke de beste index is voor 
de bepaling van ACTH is het noodzakelijk deze te kunnen verge­
lijken met de ACTH-activiteit in het bloed. Een moeilijkheid is, dat 
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men hiervoor een biologische bepaling moet verrichten met behulp 
van één van deze indirecte methoden. Tot nog toe werd daarbij 
meestal van de ascorbinezuurdalingstest gebruik gemaakt. Om nader 
in de discussie (o.a. in D.6) geargumenteerde redenen hebben wij 
hiervoor de corticoidproductie in vitro gekozen. 
Voor de bepaling van de ACTH-activiteit in het bloed en het 
ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab hebben wij vrouwelijke 
ratten gebruikt, omdat de bijnierschors van vrouwelijke ratten ge­
voeliger is voor ACTH dan die der mannelijke ratten (CouRRIER en 
GurLLEMIN, 1961). Aangezien er geen kwalitatieve verschillen bestaan 
tussen de ACTH-activiteit in het bloed van mannelijke en van vrou­
welijke ratten na stress (K1TAY, 1961) kunnen wij de curve van de 
ACTH-activiteit in het bloed met die van de indirecte methoden 
voor de bepaling van de ACTH-stimulering van de bijnierschors 
vergelijken. 
1 .  Het ascorbinezuurgehalte van de bijnier 
Het ascorbinezuurgehalte van de bijnier na formalinestress ge­
draagt zich zoals o.a. is beschreven door SAYERS e.a. (1946). Verge­
lijkt men de curve van het ascorbinezuurgehalte van de bijnier na 
formalinestress met het verloop van de ACTH-activiteit in het 
bloed, dan is het duidelijk dat de daling van het ascorbinezuur­
gehalte zich nog voortzet als de ACTH-activiteit in het bloed weer 
afneemt. Ook de secretie van bijnierschorshormonen vermindert na 
30 minuten reeds. De ascorbinezuurdaling in de bijnier is kennelijk 
niet gebonden aan de corricoidsynthese door ACTH-stimuler.ing. 
Een aanwijzing hiervoor vonden ook GurLLEMIN e.a. (1957) en 
RERUP en HEDNER (1961) ,  die respectievelijk na intraveneuze en sub­
cutane ACTH-toediening aan hypofyseloze ratten aantoonden dat 
de ascorbinezuurdepletie en het plasmacorticosterongehalte niet steeds 
paral lel liepen. RECK en FoRTIER (1960) vergeleken na unilaterale 
adrenalectomie het ascorbinezuurgehalte van de overblijvende bij­
nier met het plasmacorticosterongehalte. Op grond van hun resul­
taten suggereerden zij dat het ascorbinezuurgehalte van de bijnier 
geen indruk geeft over de synthese, maar wel over de af gif te van 
corticosteron uit de bijnier gedurende de eerste uren na de stress. 
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Ook bestaat er een relatie tussen de ascorbinezuurdaling in de bij­
nier en de afgifte van corticosteron na toediening van ACTH aan 
hypofyseloze ratten (SwsHER en RoBERTS, 1960). 
Het herstel van het ascorbinezuurgehalte van de bijnier vindt 
slechts zo langzaam plaats, dat 12 uur na het begin van de stress, 
wanneer elke vorm van ACTH-activiteit is verdwenen en geen ver­
hoogd plasmacorticosterongehalte meer is te vinden, het ascorbine­
zuurgehalte slechts iets meer dan de helft van de aanvangswaarde be­
draagt. Een laag ascorbinezuurgehalte van de bijnier geeft aan dat 
ACTH op dit orgaan heeft ingewerkt. Des te groter de daling, des te 
meer ACTH heeft de bijnier beïnvloed (SAYERS e.a., 1948). Is het ge­
halte eenmaal laag, dan duurt het vrij lang voordat het weer normaal 
is. Het ascorbinezuurgehalte van de bijnier kan dus op het moment 
dat men het bepaalt niet aangeven of er op dh moment een ver­
hoogde ACTH-activiteit in het bloed aanwezig is. Daarom is dit 
criterium voor ACTH-activiteit weinig geschikt bij proeven van 
meer langdurige aard. 
Ook bij experimenten van korte duur zijn de corticoidbepalingen 
te verkiezen boven de methode van de meting van het ascorbine­
zuurgehalte. Zowel GmLLEMIN e.a. (1957) als RERUP en HEDNER 
(1961) toonden aan dat er slechts een vijfde van de hoeveelheid 
ACTH nodig is om een stijging van het plasmacorticosteron te ver­
krijgen dan om het ascorbinezuur in de bijnier te doen dalen. Het bij­
niercorticosterongehalte stijgt sneller na ACTH-stimulering dan het 
plasmacorticosterongehalte (RECK en FoRTIER, 1960) en de laagste 
dosis ACTH welke nodig is voor een verhoging van het plasmacorti­
costerongehalte en de corticoidproducrie in vitro is dezelfde (DE 
WIED, niet gepubliceerde gegevens, 1960). De ascorbinezuurdalings­
test is dus minder gevoelig dan de genoemde corticoidbepalingen. 
2. Het cholesterolgehalte van de bijnier 
Het cholesterolgehalte van de bijnier na formalinestress vertoont 
in principe hetzelfde verloop als het ascorbinezuurgehalte, zij het 
in langzamer tempo. De door ons verkregen curve is nagenoeg iden­
tiek met die welke BouMAN (1959) na formalinestress beschreef. 
Dezelfde overwegingen, welke golden bij het ascorbinezuurgehalte 
van de bijnier, kunnen gelden voor het cholesterolgehalte. Een daling 
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betekent dat er een verhoogde ACTH-activiteit heeft bestaan, doch 
het gehalte zegt niets omtrent de al of niet aanwezigheid van meer 
ACTH in de circulatie op het moment van de bepaling. Ook hier 
geldt dus dat het bepalen van het cholesterol geen duidelijke waarde­
meter voor ACTH-activiteit is. 
3 .  Het corticosterongehalte van het plasma 
Het vrije corticosteron in het plasma na formalinestress gedraagt 
zich zoals reeds door VAN DER VIEs e.a. (1960) is beschreven. Bij 
ons experiment is na 1 2  uur het corticosterongehalte tot de norm 
teruggekeerd, terwijl VAN DER VIES e.a. (1960) op dat moment nog 
een significant verhoogd gehalte vonden. Mogelijk kan deze discre­
pantie verklaard worden door het feit dat in onze proeven v66r het 
decapiteren elke vorm van emotionele stress, veroorzaakt door de 
behandeling van de proef dieren, werd vermeden. Het lagere corti­
costerongehalte van het plasma van de controledieren in onze proe­
ven pleit voor deze verklaring. 
Na stress (KNIGGE e.a., 1959; REcK en FoRTIER, 1960; TIMMER, 
1962) en na subcutane toediening van ACTH (MoNcLOA e.a., 1959; 
RERUP en HEDNER, 1961) werd na één uur het hoogste corticosteron­
gehalte van het plasma gevonden. Het is mogelijk dat dit ook na de 
formalinestress het geval is; wij bepaalden echter geen waarde na 
één uur. Wordt de curve van het plasmacorticosterongehalte verge­
leken met die van de ACTH-activiteit in het bloed, dan blijkt het 
gehalte snel te stijgen en relatief langzaam te dalen. Het feit dat na 
2 uur de ACTH-acviviteit in het bloed is gedaald en na 6 uur tot 
de norm is teruggekeerd, terwijl na 2 en 6 uur het plasmacorticosteron 
nog zeer hoog is, zou verklaard kunnen worden door aan te nemen 
dat er nog een licht verhoogde ACTH-activiteit in het bloed aan­
wezig is, die door ons wegens de betrekkelijk geringe sensiviteit 
van de ACTH-bepaling niet was aan te tonen. 
Er bestaat een korte latentietijd voordat het corticosteron in het 
bloed verschijnt. Terwijl ACTH reeds na 1 à 2 minuten blijkt te zijn 
afgegeven, is een significante verhoging van het corticosterongehalte 
van het bloed pas na 5 minuten waarneembaar (RECK en FoRTIER, 
1960). Verder keert de ACTH-activiteit in het bloed veel sneller tot 
het normale niveau terug dan het plasmacorticosteron. Het reactie-
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proces in de bijnier wordt kennelijk niet onmiddellijk afgeremd na­
dat de ACTH-afgifte is beëindigd. Toch is de tijd tussen het normaal 
worden van de ACTH-activiteit in het bloed en het normaal worden 
van het plasmacorticosterongehalte beduidend groter dan bij de cor­
ticoidproductie in vitro. Dit is het gevolg van het feit dat de over­
levingsduur van de corticoïden in het plasma afhankelijk is van 
eliminatieprocessen, zoals afbraak in de lever. Dit zou deze waarde­
meter voor ACTH-activiteit onder bepaalde omstandigheden eniger­
mate onbetrouwbaar kunnen maken. Bovendien blijken allerlei pa­
thologische en andere afwijkende toestanden de afbraak van corti­
coïden sterk te beïnvloeden (BERLINER en DouGHERTY, 1961 ; YATES 
en URQUHART, 1 962). Na stress of na ACTH-toediening kan het cor­
ticosterongehalte van het plasma, afhankelijk van de toestand waarin 
het dier verkeert, dus sterk variëren. 
Ofschoon het plasmacorticosterongehalte bij de rat gedurende het 
eerste half uur een goede maatstaf is voor ACTH-activiteit (GmL­
LEMIN e.a. 1 957; RERUP en HEDNER, 1 961)  menen wij, omdat aller­
lei factoren vooral in het verloop van een stress dit gehalte kunnen 
beïnvloeden, dat deze bepaling niet altijd geschikt is om als index 
voor de ACTH-activiteit in het bloed te worden gebruikt. 
4. Het corticosterongehalte van de bijnier 
De toediening van ACTH veroorzaakt een toeneming van het cor­
ticosterongehalte van de bijnier, die reeds snel na de injectie is 
waar te nemen (tabel 1). De corticosterongehaltes liggen niet erg 
fraai ten opzichte van de regressielijn (figuur 4). Er bestaat boven­
dien een grote variatie in de gehaltes onderling, hetgeen aan de be­
trekkelijk grote standaardfouten van het gemiddelde is te zien. Bij 
statistische toetsing met behulp van de variantieanalyse bestaat er 
géén significante deviatie van lineariteit, zodat er statistisch gespro­
ken wel een relatie tussen dosis en werking bestaat. Men mag hier 
echter slechts een betrekkelijke waarde aan toekennen, aangezien de 
variatie van de corticosterongehaltes bij de bepalingen zeer groot is. 
De index van precisie is dan ook veel te hoog (2 = 0.64). Ook MoN­
CLOA e.a. (1 959) vonden grote standaardafwijkingen van het gemid­
delde. Aangezien voor een biologische ijking een 2 kleiner dan 0.3 
noodzakelijk is, lijkt het corticosterongehalte van de bijnier hierom al 
niet erg geschikt om als maatstaf voor ACTH te dienen. Een tweede 
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bezwaar vinden we bij het beschouwen van het bijniercorticosteron­
gehalte na stimulatie door endogeen ACTH (figuur 5) . Het bijnier­
corticosterongehalte bereikt 8 minuten na formalinetoediening reeds 
het maximum. Ook na intraveneuze ACTH-toediening wordt al na 
5 minuten het hoogste gehalte bereikt. Het gehalte aan corticosteron 
stijgt derhalve zeer snel na bijnierschorsstimulering door ACTH. Na 
15 minuten treedt er echter een daling op, die weer wordt gevolgd 
door een stijging. Dit wordt waarschijnlijk als volgt veroorzaakt. 
Acht minuten na de formalinetoediening heeft de corticosteronsyn­
these reeds een niveau bereikt, terwijl de afgifte nog maar nauwelijks 
is begonnen, met andere woorden er wordt meer corticosteron ge­
produceerd dan er wordt afgegeven aan het bloed. Hoewel tussen 
8 en 15 minuten de synthese van corticosteron blijft stijgen, is de 
afgifte in deze periode zo snel, dat meer corticosteron wordt af­
gegeven dan geproduceerd. RECK en FoRTIER (1960) geven een soort­
gelijke verklaring voor de gedragingen van het bijniercorticosteron­
gehalte van de resterende bijnier na unilaterale adrenalectomie. 
Tussen 15 en 30 minuten na het begin van de stress is de cortico­
steronproductie constant en wel zo hoog, dat de afgiftesnelheid van 
het corticosteron ruim wordt gecompenseerd door de synthese. Het 
gevolg is een tweede stijging van het gehalte na 15 minuten, welke 
zich 30 minuten na het begin van de stress als een tweede top van 
het corticosterongehalte voordoet. De tijdelijke daling van het cor­
ticosterongehalte van de bijnier na 15 minuten weerspiegelt dus niet 
het ACTH-gehalte van het bloed op dat moment. 
Ook het feit dat na kortdurende stimulering het corticosteron­
gehalte van de bijnier zeer snel een plateau bereikt, waarboven met 
de door ons gebruikte doses ACTH niet gemakkelijk is uit te komen, 
is een ernstig nadeel van deze methode. Na langdurige ACTH-toe­
diening kan het corticosterongehalte echter wel toenemen. Dit is 
kennelijk pas het geval indien de cel door toeneming van ribonucle­
ïnezuur (SYMINGTON e.a., 1955; BRANSOME en REDDY, 1961) en enzy­
men (SYMINGTON e.a., 1955) in staat is tot grotere synthese van de 
corticosteroïden. 
Het voordeel van de methode is de snelle reactie op ACTH. Reeds 
5 minuten na toediening blijkt het corticosterongehalte significant 
te zijn toegenomen. De grote variatie in de bepalingen onderling, de 
kleine hellingshoek van de regressielijn, de geringe precisie en de 
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onregelmatigheid van het gehalte gedurende de eerste minuten na 
stress maken deze methode minder geschikt als waardemeter voor 
exogeen of endogeen ACTH. 
5. De corticoid- en corticosteronproductie in vitro 
De resultaten laten zien dat na éénmalige toediening van ACTH 
in vivo de corticoid- en corticosteronproductie in vitro stijgen, waar­
bij na 15 minuten het maximale effect wordt bereikt (tabel 3) .  Ver­
der blijkt er een lineair verband te bestaan tussen de hoeveelheid 
in vivo toegediend ACTH en de corticoidproductie in vitro. Dit 
bevestigt de eerder door VAN DER Vrns (1957) aangetoonde relatie 
betreffende de totale corticoidproductie in vitro en de hoeveelheid 
intraveneus toegediend ACTH. De gemeten waarden liggen dicht bij 
de regressielijnen (figuur 6). De indices van precisie zijn dusdanig 
dat zowel de in vitro productie van corticoïden als die van corti­
costeron als maatstaven voor een ACTH-ijking statistisch verant­
woord zijn. 
De toediening van een langwerkend ACTH-preparaat gaf aan­
leiding tot een steeds toenemende corticoidproductie in vitro, die 
parallel loopt met de toeneming van het bijniergewicht (tabel 5 ) .  
Chronische ACTH-toediening veroorzaakt hypertrofie van de bij­
nierschorscellen (CATER en STACK-DUNNE, 1953) en doet het ribo­
nucleïnezuurgehalte (BRANSOME en REDDY, 1961) en de enzymen­
activiteit in deze cellen (SYMINGTON e.a., 1955)  toenemen. Daardoor 
is de bijnierschors in staat meer s.:eroiden te produceren. Langdurige 
toediening van ACTH veroorzaakt dus een steeds grotere corticoid­
secretie naarmate de tijd vordert. Als wij aannemen dat de toediening 
van steeds dezelfde hoeveelheid langwerkend ACTH ruwweg een 
constante ACTH-spiegel in het bloed teweegbrengt, dan zou men 
de conclusie kunnen trekken àat de corticoidproductie in vitro onder 
deze omstandigheden de ACTH-activiteit in het bloed niet nauw­
keurig reflecteert, zoals dat bij de acute ACTH-stimulering het geval 
is. De stijging van de corticoidproductie in vitro is echter het ge­
volg van de stijging van het bijniergewicht. Indien immers zoals ge­
bruikelijk de productie per 100 mg bijnier wordt uitgedrukt, dan 
blijkt deze over de gehele waarnemingsperiode gelijk te blijven (tabel 
5). Onder deze voorwaarden is de corticoidproductie in vitro dus wel 
degelijk een goede waardemeter voor het circulerende ACTH. 
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Het blijkt dat de corticoid- en corticosteronproductie in vitro door 
de door formalinestress opgewekte verhoogde ACTH-afgifte uit de 
hypofyse ook snel kan stijgen (figuur 7). De maximale in vitro pro­
ductie wordt hierbij 15 tot 30 minuten na het begin van de stress 
gevonden. Dit is in overeenstemming met resultaten verkregen bij 
ratten na histaminetoediening (ScHÖNBAUM en CASSELMAN, 1958), 
na plaatsing in een omgeving van -4° C (ScHÖNBAUM, 1960) en na 
formalinestress (VAN DER Vrns e.a., 1960). Dat er behalve tussen de 
corticoidproductie in vitro en het corticosterongehalte van het plas­
ma (VAN DER Vrns e.a., 1960) ook een relatie bestaat tussen de cor­
ticoidproductie in vitro en het corticosterongehalte van het bijnier­
venebloed, toonden KNIGGE e.a. (1959) aan, die 12  en 60 uur na 
het veroorzaken van brandwonden bij intacte ratten voor beide cri­
teria corresponderende waarden vonden. 
Vergelijkt men het verloop van de corticoidproductie in vitro met 
dat van de ACTH-activiteit in het bloed, dan blijkt de corticoid­
productie in vitro bijna 1 5  minuten later de maximumwaarde te be­
reiken dan het ACTH-gehalte van het bloed. Er is dus kennelijk 
enige tijd nodig voordat het effect van endogeen ACTH op de bij­
nierschors tot stand komt (RECK en FoRTIER, 1960). Dit is in over­
eenstemming met de waarneming, dat de corticoidproductie in vitro 
ook pas 1 5  minuten na de intraveneuze toediening van ACTH het 
maximum bereikt. 
De ACTH-activiteit in het bloed is 6 uur na de formalinestress 
even hoog als die van ongestresste ratten, terwijl de in vitro pro­
ductie van corticoïden op dat moment hoger is dan normaal. Hier 
geeft de corticoidproductie in vitro aan, dat de bijnier nog functio­
neert als ware er meer ACTH in de circulatie dan normaal. Het 
kan zijn dat dit inderdaad het geval is, doch dat dit door ons niet 
kon worden aangetoond omdat onze methode niet gevoelig genoeg 
was. Aan de andere kant moeten wij in aanmerking nemen dat een­
maal afgegeven ACTH dat de bijnier bereikt, gedurende enige tijd 
invloed op het secretieproces van de bijnier uitoefent. De intrave­
neuze toediening van ACTH heeft een verhoogde bijnierschorssecretie 
gedurende ongeveer 60 minuten tot gevolg. Bovendien kan de bij­
n ier, wanneer deze chronisch door ACTH is gestimuleerd, mogelijk 
nog langer actief corticoïden blijven vormen. 
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Na acute stimulering van de bijnierschors met exogeen of endo­
geen ACTH (tabel 3, 4 en 5) stijgt de verhouding van het in vitro 
gevormde corticosteron (B) tot de totale hoeveelheid gevormde cor­
ticosteroïden (T) (ratio = B/T) van ± 0.33 tot ± 0.50. In 1 954 
en 1955 toonden ELLIOTI e.a. reeds aan dat de bijnierschors in vitro 
na ACTH-toevoeging relatief meer reducerende substanties vormde 
dan zonder ACTH. FoRTIER (1 959c) toonde later aan dat deze 
reducerende substanties overeenkwamen met het corticosteron. Na 
chromatografisch onderzoek van in vitro geproduceerde corticoïden 
door rattebijnieren bleek uit proeven van BiRMINGHAM en KuR­
LENTS ( 1959) en van WARD en BIRMINGHAM (1962) dat na ACTH­
toevoeging aan de incubatiemedia de ratio B/T van ± 0.34 tot 
± 0.51 steeg. Behalve dat na in vitro toevoeging van ACTH de ratio 
B/T ± 0.51 bedraagt, blijkt uit onze experimenten dat na acute in 
vivo stimulering van de bijnierschors het corticosteron ook de helft 
uitmaakt van alle gevormde corticosteroïden. 
Na stimulering van de bijnierschors gedurende een week stijgt 
de ratio B/T hoger dan 0.50. Langdurige toediening van ACTH bij 
de mens doet de ratio cortisol/ corticosteron hoe langer hoe meer ten 
gunste van cortisol veranderen (PETERSON e.a., 1 957). Uit onze ex­
perimenten blijkt dat zowel met exogene als met endogene ACTH­
stimulering van de bijnierschors na 2 uur de ratio B/T tot 0.60 stijgt. 
Staat de bijnierschors één week onder ACTH-invloed, dan stijgt de 
ratio B/T zelfs tot 0.72. Naarmate de ACTH-stimulering langer 
duurt wordt het voornaamste rattesteroid - het corticosteron - in 
steeds grotere mate gevormd ten koste van de andere steroïden. 
Hieruit zou men de conclusie kunnen trekken dat de corticosteron­
productie bij de rat specifiek is voor bijnierschorsstimulering door 
ACTH. Het is zeer goed mogelijk dat de corticosteronproductie in 
vitro een nog nauwkeuriger maatstaf is voor de ACTH-activiteit in 
het lichaam dan de totale corticoidproductie in vitro. Het voordeel 
hiervan is ook nog dat de corticosteronproductie in vitro gevoeliger 
is dan de corticoidproductie in vitro, indien men de verkregen waar­
den in procenten ten opzichte van de controlewaarden uitdrukt. 
Aangezien het meten van de totale corticoïden echter een minder 
tijdrovende bepaling is en de onderzoeker permitteert meer metingen 
te doen in één experiment dan het bepalen van corticosteron in het 
incubatiemedium, verdient de in vitro corticoidproductie in de 
practijk meestal de voorkeur. 
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Men moet dan wel altijd de omstandigheden waaronder de proef 
gedaan wordt kennen en niet voetstoots aannemen dat beide criteria 
altijd parallel lopen. Indien er een afwijking in het secretiepatroon 
van de bijnierschors aanwezig is, zoals door verschillende enzym­
remmers als bijvoorbeeld SU-4885 (CHART en SttEPPARD, 1958; 
LIDDLE e.a., 1 959; J AILER e.a., 1 960) kan worden veroorzaakt, dan 
is de bepaling van het corticosteron in het medium van in vitro 
overlevend bijnierschorsweefsel een foutieve maatstaf voor de 
ACTH-activiteit. Immers, in vivo geeft zulk een geremde cortico­
steronsecretie aanleiding tot een verhoogde ACTH-secretie uit de 
hypofyse, waardoor de bijnierschors tot grotere activiteit wordt 
aangezet. Deze produceert slechts voorlopers van het corticosteron, 
die met de U.V.-meetmethode wellicht wèl, doch met behulp van 
de fluorescentie niet zijn te ontdekken. Een verhoogde ACTH-acti­
viteit is hier dus slechts door U.V.-meting en niet met behulp van 
de fluorescentie vast te stellen. 
6. De ACTH-activiteit in het bloed 
Aangezien de in vitro productie van corticoïden een nauwkeurige 
correlatie vertoont met de hoeveelheid toegediend ACTH en aan 
elk van de besproken indirecte methoden een aantal bezwaren kle­
ven die de in vitro productie niet bezit, achtten wij ons gerechtigd 
om deze indirecte maatstaf in plaats van één van de andere te gebrui­
ken voor de bepaling van het ACTH-gehalte van het bloed en van de 
hypofyse. Bovendien is de methode van het corticosterongehalte van 
het plasma onbruikbaar bij de bepaling van het ACTH-gehalte van 
het bloed, aangezien in het bloed van de donorratten na de forma­
linestress reeds een vel"hoogd corricosterongehalte is. 
De sterkste ACTH-activiteit in het bloed wordt 3 en 8 minuten 
na formalinetoediening gevonden (figuur 8). Dat ACTH zeer snel 
uit de hypofyse wordt afgegeven was reeds bekend uit de proeven 
van SYDNOR en SAYERS (1954) en SAYERS (1957), die in de eerste 
minuten na blootstelling van intacte en bijnierloze ratten aan ether­
stress een hoge ACTH-activiteit in het bloed aantoonden. FARRELL 
en McCANN (1952) berekenden het ACTH-gehalte van het bloed 
4 minuten na toediening van adrenaline op 6.2 mE ACTH per 100 ml 
plasma. SYDNOR en SAYERS (1 954) vonden 3 minuten na etherstress, 
terwijl bij het proefdier bovendien bloedverlies optrad, 4 mE ACTH 
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per 100 ml plasma. Onder basale omstandigheden zou het ACTH­
gehalte van het bloed ongeveer 0.1 mE per 100 ml plasma bedragen 
(FuJJTA, 1957). Dit wijst er op dat stress een beduidende toeneming 
van het ACTH-gehalte van het bloed teweegbrengt. 
De wijze waarop in onze proeven de ACTH-activiteit in het bloed 
is aangetoond, stelt ons niet in staat de hoeveelheid ACTH in het 
bloed te berekenen. Het verloop van de ACTH-activiteit in het 
bloed na de formalinetoediening is echter zodanig in overeenstemming 
met dat wat hierover in de literatuur bekend is, dat wij kunnen 
aannemen dat de bepaling zoals die door ons is uitgevoerd een redelijk 
betrouwbare indruk geeft over de afgifte van ACTH uit de hypo­
fyse. De sensitiviteit van de corticoidproductie in vitro voor het 
circulerende ACTH in het bloed is natuurlijk beperkt. De laagste 
aan een hypofyseloze rat intraveneus toegediende dosis ACTH, 
die nog een significant verhoogde corticoidproductie in vitro veroor­
zaakt, is 0.2 mE (DE WIED, niet gepubliceerde gegevens, 1960). GmL­
LEMIN e.a. (1957) vonden een significante stijging van het corti­
costerongehalte van het plasma na intraveneuze toediening van 
0.1 mE ACTH. Het is dus mogelijk dat een verhoogde ACTH­
activiteit in het bloed na formalinestress langer duurt dan wij heb­
ben kunnen aantonen met de corticoidproductie in vitro. 
7. Het ACT H-gehalte van de hJ1pofysevoorkwab 
Het ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab na formalinestress 
vertoont gedurende de eerste 30 minuten dezelfde stijging als na 
bilaterale adrenalectomie (FoRTIER, 1959a). De daling van het 
ACTH-gehalte na een half uur is in ons experiment echter niet zo 
sterk als na dubbelzijdige bijnierexstirpatie. Aangezien BRODISH en 
LONG (1956) en FoRTIER (1959a) 6 uur na bilaterale adrenalectomie 
geen ACTH in de circulatie konden aantonen en FoR nER (1959a) 
na 6 uur geen ACTH in de hypofysevoorkwab vond onder dezelfde 
omstandigheden, is het duidelijk dat er dan geen ACTH meer gesyn­
thetiseerd wordt. Zes uur na formalinestress is er nog wel ACTH in 
de hypofyse aanwezig, hoewel minder dan bij de controledieren. De 
ACTH-activiteit in het bloed op dit tijdstip is teruggekeerd tot het 
niveau dat aanwezig was v66r de toediening van de formaline. Dit 
duidt er op dat de synthese van ACTH op dit moment gering is. 
Ondanks de snelle afgifte van ACTH direct na toediening van 
43 
formaline is toch het ACTH-gehalte van de hypofyse na 3 minuten 
verhoogd. Ook SYDNOR en SAYERS (1954) toonden 3 minuten na 
etherstress een verhoogd ACTH-gehalte van de hypofyse aan. Dit 
betekent dat er de eerste minuten na de stress een sterke ACTH­
synthese plaatsvindt. 
Uit bovenstaande gegevens blijkt dat het ACTH-gehalte van de 
hypofyse weinig indruk geeft over de afgifte van dit hormon. Ver­
gelijkt men de curve van het hypofysevoorkwab-ACTH met die van 
de ACTH-activiteit in het bloed, dan blijkt het ACTH-gehalte van 
de hypofyse na 15 minuten nog significant verhoogd te zijn, terwijl 
de ACTH-activiteit in het bloed dan al dalende is. Twee uur na het 
begin van de stress is het ACTH-gehalte van de hypofyse iets lager 
dan normaal, terwijl de ACTH-activiteit in het bloed bij deze vorm 
van stress dan nog significant verhoogd is. Kennelijk is op dit mo­
ment de synthese van ACTH iets geringer dan de afgifte. 
FoRTIER (1959a; 1959b) en HoDGES en VERNIKOS (1960) toonden 
aan dat een verhoogde ACTH-afgifte pas ontstaat indien de hypo­
fyse een verhoogd ACTH-gehalte bevat. Kennelijk is dit niet onder 
alle omstandigheden het geval. KNIGGE e.a. (1959) toonden aan, dat 
hoewel 12 uur na het veroorzaken van brandwonden bij intacte 
ratten het ACTH-gehalte van de hypofyse tweemaal zo hoog was 
als bij de controledieren, de corticoidsecretie ver onder het normale 
niveau lag. In het verloop van de stress blijkt de afgifte van ACTH 
uit de hypofyse dus niet alleen maar afhankelijk van de synthese 
te zijn. 
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The iong-sought adrenai weight maintaining 
factor has been as eiusive as the abominab ie 
snowman; both have been sighted enough to 
maintain interest, but both have so far avoided 
capture and experimentai analysis. 
W. F. GANONG (1961) .  
Hoofdstuk Il 
DE INVLOED VAN DE HYPOFYSE OP HET 
BIJNIERGEWICHT 
A. LITERATUUROVERZICHT 
1 .  Inleiding 
In de laatste drie decennia is zeer veel literatuur verschenen over 
atrofie en hypertrofie van de bijnier. In 1930 toonde SMITH voor het 
eerst aan, dat de bijnierschors een van de organen is die onder in­
vloed van de hypofyse staat. Het bleek dat de bijnier atrofieerde na 
hypofysectomie, terwijl deze atrofie was te voorkomen door toe­
diening van hypofyseëxtracten. Reeds spoedig daarna werd het dui­
delijk dat de hypofyse een hormon bevat - het ACTH - dat het 
gewicht van de bijnier in stand houdt. 
Het bijniergewicht werd en wordt soms nog wel gebruikt als maat­
staf voor ACTH-activiteit in hypofyseëxtracten bij hypofyseloze 
ratten (COLLIP e.a., 1933 ;  NoBLE en Co1uP, 1941) .  S1MPSON, EvANS 
en L1 (1943) testten een gezuiverd ACTH-extract, waarbij gebruik 
werd gemaakt van twee methoden. Bij de zogenaamde "repair 
method" werd het extract 14 dagen na de hypofysectomie gedurende 
4 dagen toegediend, terwijl bij de "maintenance method" het extract 
direct na hypofysectomie gedurende 14 dagen werd toegediend. 
Daarbij bleek dat het effect van het extract sterker was naarmate 
het vaker werd toegediend. Deze laatste methode blijkt later in de 
literatuur de meest gebruikte te zijn, waarbij het aantal dagen dat 
het extract wordt toegediend wisselt van 3 tot 14 .  
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a. De invloed van stress op het bijniergewicht 
Een van de verschijnselen, die met stress gepaard kan gaan, is de 
bijniervergroting. Deze wordt niet door toeneming van het gewicht 
van het bijniermerg veroorzaakt. CATER en STACK-DUNNE (1953) 
konden na toediening van ACTH noch een histologische verandering 
in de medulla, noch een volumetoename van het bijniermerg vast­
stellen. De medulla zou bij de rat 5 0/o van het bijniergewicht uitma­
ken (HARTMAN en BROWNELL, 1949) en volgens SELYE (1950) na 
stress niet hypertrofiëren. 
De bijnierschorsvergroting is onder andere beschreven na toedie­
ning van formaline en ovariumextracten (SEL YE, 1937a; 19376), bij 
koude (DuGAL en TttéRIEN, 1949; DE WIED, 1952), na unilaterale 
adrenalectomie (GANONG en HUME, 1956; DE WIED, 1961 ), na spier­
a,:,beid (INGLE, 1938) en gedurende inanitie, anorexie, infecties en hitte 
(TEPPERMAN e.a., 1943). Deze bijniervergroting kan slechts optreden 
indien de stress voldoende lang van duur is en intensief genoeg is 
(SAYERS, 1950). Zij ontstaat door hyperplasie en in lichte mate door 
hypertrofie van de cellen (SAYERS, 1950; SEL YE, 1950). 
b. De invloed van f ormalinestress op het bijniergewicht 
Door subcutane toediening van formaline ontstaat 6 uur na 
de injectie bijnierhypertrofie. Na 1 2  uur is een significante 
vergroting aantoonbaar (BouMAN, 1959; MoLL e.a., 1961). WEISZ 
e.a. (1959) vonden een flinke stijging van het bijniergewicht bij rat­
ten, die elke dag formaline toegediend kregen. Na 2 dagen bedroeg 
deze stijging 40 °/o, daarna trad een lichte daling op, terwijl na 3 
weken de stijging weer 40 0/o was ten opzichte van de controles. 
De corticosteronproductie was na 2 dagen reeds veel lager dan nor­
maal en bleef op dit lage niveau. Deze auteurs opperden daarom de 
mogelijkheid, dat de hypofyse een factor zou produceren die het 
bijniergewicht beïnvloedt als gevolg van de voortdurende stress, ter­
wijl de eigenlijke ACTH-secretie zou afnemen, of dat de bijnier 
minder gevoelig voor ACTH zou zijn, terwijl dit hormon wel in 
normale of zelfs verhoogde mate zou worden af gegeven. 
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2. De invloed van hypofysehormonen op het gewicht en de mitose­
activiteit van de bijnier 
a. De invloed van ACT H 
Uit proeven van CATER en STACK-DUNNE (1953; 1955a; 1955d) 
bij hypofyseloze ratten en van SELYE (1950) en BAKER (1952) bij 
intacte ratten, bleek dat de werking van ACTH op het gewicht 
van de bijnier voornamelijk berustte op celhypertrofie. BAKER toonde 
na ACTH-toediening bij hypofysehoudende ratten behalve celhyper­
trofie ook celproliferatie aan, voornamelijk in de zona glomerulosa. 
Uitgaande van het feit, dat cellen van endocrine klieren waarin 
een verhoogde hormonsynthese plaatsvindt een verhoogd ribonucle­
inezuurgehalte (RNA) hebben (SYMINGTON e.a. 1955; SYMINGTON 
e.a., 1956; MATOVINOVIC en V1cKERY, 1959 ; HEss e.a., 1959; 1961), 
terwijl een verhoogd desoxyribonucleïnezuurgehalte (DNA) op cel­
proliferatie wijst (TttoMSON e.a., 1953; KrnARA e.a., 1956; FRESCO 
en BENDICH, 1960), gebruikten BRANSOME en REDDY (1961) deze 
gehaltes van de bijnierschors als maatstaven voor de secretieactivi­
teit enerzijds en de celproliferatie anderzijds. Na toediening van 
ACTH aan intacte honden vonden zij een viervoudige verhoging 
van het RNA-gehalte, terwijl het DNA-gehalte niet steeg. 
ACTH zèlf heeft nauwelijks invloed op de celdeling. Hoewel door 
toediening van ACTH aan gehypofysectomeerde ratten een geringe 
mitoseactiviteit is aan te tonen, zijn zelfs grote doses ACTH onvol­
doende om de normale mitoseactiviteit in de bijnierschors van de 
intacte rat in rust te evenaren (CATER en STACK-DUNNE, 1955a). 
Naarmate meer ACTH aan hypofyseloze ratten wordt gegeven, 
stijgt het bijniergewicht; langwerkende preparaten versterken het 
effect. Gezien het geringe aantal mitoses moet de stijging voornamelijk 
berusten op celhypertrofie. 
Na autogene transplantatie van de bijnieren naast de ovariae bij 
ratten toonde PLZAK (1960) na één maand een bijnierregeneratie aan, 
waarbij het gewicht overeenkwam met het bijniergewicht van nor­
male controledieren. Werd gelijktijdig met de transplantatie hypofy­
sectomie verricht, dan bestond er na één maand sterke bijnieratrofie. 
ACTH in hoge doses aan deze laatste dieren toegediend bleek de bij­
nieren slechts tot de helft van het normale gewicht te kunnen terug­
brengen. 
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Dat ACTH voornamelijk aangrijpt op de cellen van de zona fas­
ciculata blijkt onder andere uit de volgende waarnemingen van M1L­
LER (1954; 1959; 1962), die als maatstaf voor bijnierschorsactiviteit 
de grootte van de nucleï en nucleoli aannam en zag dat deze nucleï 
en nucleoli in de cellen van de zona fasciculata hypertrofieerden na 
ACTH-toediening, terwijl in de zona glomerulosa deze , eranderin­
gen niet optraden. Na hypofysectomie of cortisontoediening wer­
den de nucleï en nucleoli in de cellen van de zona fasciculata kleiner, 
in die van de zona glomerulosa nauwelijks, terwijl ACTH de eerst­
genoemde atrofie herstelde en geen invloed op de nucleï van de 
cellen van de zona glomerulosa had. Na unilaterale adrenalectomie of 
eenzijdige enucleatiie ·hypertrofieerden wel de fasciculaire nucleï en 
nucleoli van de andere bijnier, eohter niet de glomerulaire. Na dubbel­
zijdige enucleatie volgde sterke hypertrofie van de nucleï en nucleoli 
van de overgebleven cellen in intacte ratten, geen hypertrofie bij hy­
pofyseloze ratten en slechts geringe hypertrofie na hoge continue 
ACTH-toediening aan hypofyseloze ratten. Op grond van deze laat­
ste waarneming meent deze auteur dat ACTH niet alléén verantwoor­
delijk is voor de activiteit van de achtergebleven cellen van de zona 
glomerulosa. 
b. De invloed van groeihormon 
Toediening van groeihormon veroorzaakt ook Stl)gtng van het 
bijniergewicht. Deze stijging, die slechts gering is, is het gevolg 
van de sterke mitoseactiviteit in de bijnierschors onder invloed van 
groeihormon (CATER en STACK-DUNNE, 1953; 1955a; 1955c; 1955d). 
Naarmate meer groeihormon aan gehypofysectomeerde ratten 
wordt toegediend, wordt de mitoseactiviteit groter. Met hoge do­
seringen van 8 mg per dag gedurende 3 dagen was het aantal cel­
delingen bij hypofyseloze ratten tot driemaal het normale aantal 
van de intacte rat op te voeren. 
Bij de intacte rat vinden de meeste mitoses plaats in de zona glo­
merulosa en in het buitenste derde gedeelte van de zona fasciculata. 
Drie tot zeven dagen na hypofysectomie vinden alleen nog celdelin­
gen in het centrale gedeelte van de bijnierschors plaats. Na 8 dagen 
zijn er praktisch geen mitoses meer. Na toediening van groei­
hormon kon het normale celdelingspatroon in de bijnier weer her-
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steld worden. Werd aan ratten 10 of 21 dagen na hypofysectomie 
groeihormon gegeven, dan steeg het aantal mitoses 4 tot 6 uur na de 
injectie, daarna nam dit aantal snel af. Gaf men groeihormon elke 
6 of 8 uur dan ontstond tussen 24 en 30 uur na het begin van de toe­
diening een veel hogere mitoseactiviteit dan na 6 uur, terwijl tussen 
6 en 20 uur het aantal celdelingen gering was (CATER en STACK­
DuNNE, 1955d). Deze auteurs geven als verklaring dat in de periode 
ná de hypofysectomie, na één groeihormontoediening, slechts een aan­
tal cellen zich kunnen delen, terwijl na 24 uur "groeihormoninwer­
king" veel meer cellen in deling kunnen gaan. De mitose zelf duurt 
zeer kort, terwijl de intermitotische fase vele uren telt (HuGHES, 
1952). Combineerde men groeihormon- met ACTH-toediening dan 
was de mitoseactiviteit ook na 3 dagen niet significant groter dan 
zonder ACTH (CATER en STACK-DUNNE, 1955a). Desondanks blijkt 
dat groeihormon en ACTH een elkaar potentiërende werking ten 
aanzien van het bijniergewicht hebben, daar deze stijging groter is 
dan de som van de bijniergewichtsvermeerderingen na groeihormon 
of ACTH alléén (STACK-DUNNE, 1953 ; CATER en STACK-DUNNE, 
1955a; LosTROH en WooowARD, 1958; LoNGCOPE en JAILER, 1962). 
Hoewel groeihormon wel invloed heeft op het bijniergewicht, wordt 
de productie van steroïden door dit hormon niet beïnvloed (SINGER 
en STACK-DuNNE, 1955). 
BRANSOME en RrnoY (1961) toonden na toediening van groei­
hormon aan intacte honden een duidelijke stijging aan van het 
DNA-gehalte van de bijnierschors, hetgeen op celproliferatie wijst. 
De verhoging van het RNA-gehalte was niet significant ten opzichte 
van de controledieren. 
REINHARDT e.a. (1951) slaagden er in met twee gezuiverde groei­
hormonpreparaten een bijniergewichtsstijging aan te tonen, die 
33 0/o en 60 0/o uitging boven de stijging van het lichaamsgewicht, 
terwijl andere groeihormonpreparaten een relatief grotere Iichaams­
gewichtsstijging te zien gaven. 
LosTROH en L1 (1957) vonden met 0.5 mg groeihormon per dag, 
gedurende 10 dagen toegediend aan gehypofysectomeerde en gecas­
treerde mannelijke ratten, een significante bijniergewichtsstijging. 
Ook toonden zij bij gecombineerde toediening van groeihormon en 
ACTH aan, dat deze hormonen elkaar potentiëren wat betreft het 
effect op de vergroting van de bijnieren. Dezelfde groep van L1 heeft 
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ook aangetoond, dat groeihormon in weefselculturen van lichaams­
cellen de kerndelingen en eiwitsynthese bevordert (MooN e.a., 1962). 
c. De invloed van TSH en schildklierhormonen 
Dat de schildklier, zij het indirect, invloed heeft op het bijnier­
gewicht staat vrijwel vast. Thyreoidectomie veroorzaakt bijnierge­
wichtsdaling (SELYE, 1936; LEBLOND en GRoss, 1944). Formalinetoe­
diening aan deze schildklierloze ratten doet het bijniergewicht weer 
stijgen (SELYE, 1936; MoLL e.a., 1961). KRÜSKEMPER toonde in 1958 
een stijging van het bijniergewicht aan bij intacte ratten na trijodo­
thyronine- en thyroxinetoediening in hoge doseringen. TSH en thy­
roxine in zéér hoge doses gedurende 10 dagen aan hypofyseloze rat­
ten toegediend deden het relatieve bijniergewicht stijgen en de kern 
van de cellen in de zona fasciculata vergroten (KRÜSKEMPER, 1961 ). 
ACTH versterkte wel het effect van TSH op het bijniergewicht, 
doch omgekeerd versterkte TSH het effect van ACTH niet. De 
schrijver neemt op grond van deze proeven een direct effect van 
TSH en thyroxine op de bijnierschors a::tn. De gebruikte doseringen 
zijn echter twintigmaal zo hoog als de normale onderhoudsdoserin­
gen. KRÜSKEMPER e.a. (1961), remden de thyreoidsecrecie met 
KCIO4 • De hierdoor ontstane verhoogde TSH-uitscheiding had geen 
effect op het bijniergewicht. Werd daarna subcutaan trijodothyro­
nine toegediend, dan trad een significante bijniergewichtsstijging op. 
YATES e.a. (1958) toonden aan dat trijodothyronine in de lever de 
afbraak van corticosteroïden door reductie van de A-ring van het 
steroid versnelt. Er bleek een goede correlatie te bestaan tussen de 
mate waarin de lever corticosteroïden afbreekt en het toenemen van 
het bijniergewicht. Als verklaring zou kunnen gelden, dat door ver­
korting van de levensduur van de corticosteroïden bij een verhoogde 
trijodothyroninespiegel in het bloed een tekort .1an bijnierschors­
hormonen ontstaat, dat via het negatief terugkoppelingsmechanisme 
aanleiding zou geven tot stimulering van de hypofyse, met als gevolg 
een verhoogde ACTH-afgifte. Hierdoor zou bijnierhypertrofie kun­
nen ontstaan. 
Door laesies te plaatsen in het gebied van de hypothalamus, dat 
de afgifte van TSH uit de hypofyse stimuleert, toonden MoLL e.a. 
(1961) aan, dat schildklieratrofie als gevolg van de verminderde 
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TSH-secretie gepaard gaat met bijnieratrofie. Zij suggereerden dat 
deze bijnieratrofie het gevolg was van de verminderde schildklier­
act1v1te1t. 
d. De invloed van androgene en oestrogene steroiden en van pro­
gestatieve stoffen 
Door toediening van testosteronpropionaat aan hypofyseloze rat­
ten van beide geslachten en aan hypofyseloze gecastreerde manne­
lijke ratten kan men, voornamelijk bij mannetjes, het ontstaan van 
bijnieratrofie door hypofysectomie gedeeltelijk tegengaan (ZIZINE 
e.a., 1950). 
Methylandrostenediol of testosteronpropionaat, tezamen met cor­
tisol aan intacte ratten toegediend, voorkomt bijnieratrofie (WINTER 
e.a., 1953) . In een uitgebreider onderzoek toonden GAUNT e.a. (1953) 
aan dat vele androgenen, waaronder meLhylandrostenediol, methyl­
testosteron en testosteronpropionaat (in mindere mate ook het 
oestradiol), gecombineerd met cortisol, atrofie van de bijnier kunnen 
voorkomen. De androgenen bleken ook in staat histologische ver­
anderingen in de bijnierschors, zoals de lipidenverdeling in de zona 
fasciculata na hypofysectomie of na cortisoltoediening, te normali­
seren (ZIZINE e.a., 1 950; GAUNT e.a., 1953). 
Terwijl de androgenen wel in staat zijn het bijniergewicht bij ge­
hypofysectomeerde ratten op peil te houden, bezitten zij géén bij­
nierschorsstimulerend effect (SAFFRAN en VoGT, 1960). Daarentegen 
remt het methylandrostenediol, in hoeveelheden van 1 tot 5 mg per 
dag gedurende 7 dagen aan intacte ratten toegediend, de secretie van 
bijnierschorshormonen na stress tot 49 0/o van normaal. ACTH-toe­
diening aan met androgenen behandelde ratten had geen verhoogde 
corticosteronsecretie ten gevolge. Aan de andere kant zijn er ook 
aanwijzingen dat de verminderde afgifte van corticosteroïden na 
androgenentoediening niet het gevolg is van een directe remming 
van de bijnierschorsactiviteit, maar wordt veroorzaakt door een 
verminderde ACTH-afgifte (Hms IN 'T VELD e.a., 1960; WYNN e.a., 
1962) . 
Dat oestrogene steroïden het bijniergewicht beïnvloeden, blijkt 
uit het feit dat ovariëctomie na enige tijd het bijniergewicht doet 
dalen (GREEP en CHESTER-JONES, 1950; CARTER, 1956). Toediening 
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van oestrogenen in hoge doseringen aan intacte vrouwelijke ratten 
veroorzaakt bijniervergroting (GREEP en CHESTER-JONES, 1950), ter­
wijl lagere doseringen van 0.5 mg per dag op de derde dag een 
passagère bijniergewichtsstijging te zien geven (CARTER, 1956). Bij 
gecastreerde vrouwelijke ratten had toediening van oestradiol geen 
effect op het bijniergewicht. DE GROOT en DE JoNGH (1961) kon­
den van stilboestrol dit effect echter, zowel bij immature als hij ge­
slachtsrijpe gecastreerde vrouwelijke ratten, wel aantonen. CARTER 
(1956) vond verder, dat na unilaterale adrenalectomie wel een ver­
sterkte compensatoire hypertrofie optrad na toediening van oestra­
diol bij castraten, echter niet bij normale vrouwelijke ratten. Bij 
hypofyseloze vrouwelijke ratten had ACTH gecombineerd met 
oestradiol meer effect op het bijniergewicht dan ACTH alléén. Werd 
alleen oestradiol toegediend dan was er geen effect aan te tonen. 
CARTER (1956) suggereert dat de werking van oestradiol op het bij­
niergewicht enerzijds verklaard kan worden door de door oestradiol 
veroorzaakte verhoogde ACTH-afgifte en anderzijds door een 
directe werking van het oestradiol samen met ACTH. 
Met 6a-methyl-17a-acetoxy-progesteron verkregen EDGREN e.a. 
(1959) bij intacte en gecastreerde vrouwelijke en bij intacte manne­
lijke ratten een duidelijke bijnieratrofie; deze atrofie ontstaat voor 
een deel door remming van syntJhese en afgifte van ACTH uit 
de hypofyse (HoLUB e.a., 1961). Het 6a-methyl-17a-hydroxy-pro­
gesteron, toegediend aan mannelijke en vrouwelijke ratten direct 
van de geboorte af veroorzaakt eveneens sterke bijnieratrofie (LoGo­
THETOPOULOS e.a., 1961 ). 
e. De invloed van gonadotrope hormonen 
LosTROH en L1 (1957) konden van FSH, prolactine en chorion­
gonadotrofine geen bijniervergrotende invloed vaststellen bij hypo­
fyseloze gecastreerde mannelijke ratten, echter wèl van het ICSH. 
Met choriongonadotrofine, ICSH en serumgonadotrofine vonden 
LANMAN en DINERSTEIN (1959) een gedeeitelijke bijniergewichts­
handhaving bij hypofyseloze mannelijke ratten. Indien deze dieren 
ook gecastreerd werden bleef dit effect achterwege. Gaf men deze 
laatste ratten testosteronpropionaat dan trad weer bijniergewichts­
stijging op. De schrijvers meenden, dat de bijniervergrotende wer-
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king door ICSH en choriongonadotrofine toegeschreven moet wor­
den aan een verhoging van de testosteronproductie (LANMAN en 
DrNERSTEIN, 1960; DrNERSTEIN en LANMAN, 1961). 
Na transplantatie van een hypofyse onder de nierkapsel bij een 
receptorrat, direct nadat deze gehypofysectomeerd is, treedt een 
sterk verhoogde prolactineproductie in het transplantaat op (NIKI­
TOVITCH-WINER en EvERETT, 1958 ;  MEITES en HoPKINS, 1960). Hoe­
wel een getransplanteerde hypofyse nog geringe hoeveelheden 
ACTH afgeeft en er een sterk verhoogde prolactinespiegel in het 
bloed aanwezig is, blijken de bijnieren van deze receptorratten in 
zekere mate geatrofieerd te zijn. WoLTHUIS (1962) diende aan een 
zeer kleine groep hypofyseloze infantiele vrouwelijke ratten ge­
durende 10 dagen 10 E HCG en 10 E gestyl toe. Hij kon geen bij­
niergewichtsverschil aantonen bij ratten waaraan gedurende de laat­
ste 6 dagen 0.5 E prolactine per dag of waaraan fysiologisch zout 
was toegediend. 
Samenvattend blijkt dat ACTH en groeihormon een directe 
invloed op het bijniergewicht hebben, het eerste door celhyper­
trofie, het tweede door celproliferatie. TSH heeft een indirecte in­
vloed via het trijodothyronine. FSH zou geen invloed hebben op 
het bijniergewicht, terwijl ICSH via de stimulering van de gonaden 
tot secretie van oestradiol of testosteron wel invloed op het gewicht 
van de bijnier heeft. De werking van prolactine is in dit opzicht 
nog weinig onderzocht. 
3 . De invloed van mensenplasma op het bijniergewicht 
LrnDLE e.a. (1954) toonden aan, dat er na intraveneuze ACTH­
toediening bij patienten met de ziekte van Cushing een abnormaal 
verhoogde corticosteroidsecretie, en bij patienten met de ziekte van 
Addison geen of een nauwelijks meetbare corticosteroidsecretie aan­
wezig is. Zij waren in staat een fractie uit paardehypofyses te extra­
heren, die weinig of geen effect op de corticosteroidsecretie zelf had, 
doch, nadat deze gedurende 5 dagen was toegediend, de bijnier gevoe­
liger voor ACTH maakte. Of deze stof een bestaand hormon dan wel 
een artefact was, was niet uit te maken. Deze grotere gevoeligheid van 
de bijnier voor ACTH ontstond niet na een 5 dagen durende toedie-
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n ing van groeihormon in een dosis van 75 mg per dag, noch na 
toediening van 30 mg TSH gedurende 4 dagen of na pyrogenen­
toediening. De schrijvers opperden de mogelijkheid dat op de bij­
n ierschors 2 "soorten" ACTH inwerken, waarvan de eerste het 
ACTH is, dat wij kennen als het hormon dat de corticosteroidsecre­
tie opwekt, en de tweede een hormon is dat verantwoordelijk zou 
zijn voor de groei van de bijnierschors en mogelijk te maken heeft 
met de gevoeligheid van de bijnierschors voor ACTH. Deze schrij­
vers merken een zekere analogie op met het hypothalamus-hypo­
fyse-gonaden-systeem en het hypothalamus-hypofyse-thyreoidsys­
teem, waar ook een dergelijke dissociatie tussen gewichts- en func­
tieregulatie wordt verondersteld door GREER (1952). 
JAILER e.a. (1957) bepaalden gelijktijdig de ascorbinezuurdepletie 
en de bijniergewichtshandhaving bij hypofyseloze ratten na toediening 
van mensenplasma. De factoren in het plasma, die hiervoor ver­
antwoordelijk waren, werden respectievelijk AADF en A WMF ge­
noemd. Bij normale mensen was geen van beide aantoonbaar. Bij de 
ziekte van Cushing veroorzaakt door bijnierhyperplasie werd een 
duidelijk verhoogd A WMF en geen verhoogd AADF gevonden. Bij 
de ziekte van Cushing veroorzaakt door bijnieradenoom of -carci­
noom was geen A WMF, noch een verhoogd AADF aantoonbaar. Bij 
Addison-patienten werd 8 uur na het staken van de therapie met 
corticosteroiden geen A WMF, doch wel een verhoogd AADF ge­
vonden. Plasma van gravidae in de laatste 3 maanden van de zwan­
gerschap bevatte zowel duidelijk verhoogd A WMF als AADF. Plasma 
van acromegalen gaf een licht verhoogd A WMF te zien. 
Bij patienten met bijnierhyperplasie en bij gravidae in de laatste 
3 maanden van de zwangerschap werd behalve een A WMF-activiteit 
ook een grotere gevoeligheid van de bijnierschors voor ACTH ge­
vonden. Het plasma van deze patienten herstelde het histologisch 
abnormale beeld van de rattebijnierschors na hypofysectomie wat 
betreft lipidenverdeling, terwijl U.S.P.-ACTH en plasma van de 
andere hierv66r genoemde patienten deze werking niet bezaten. Deze 
schrijvers nemen aan dat het aanwezige ACTH in het plasma van 
patienten met de ziekte van Cushing of van gravidae niet verant­
woordelijk kan zijn voor de invloed van dit plasma op het bijnier­
gewicht en op het histologische beeld van de bijnierschors. Een con­
gruentie tussen een verhoogd A WMF in het plasma en een vergrote 
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gevoeligheid voor ACTH was op grond van deze proeven niet te 
bewijzen. 
Hevige emotionele prikkels hebben mogelijk ook de secretie van 
een factor, die het bijniergewicht doet toenemen, tot gevolg. PERSKI 
e.a. (1959) toonden een bijniergewichtshandhavende factor aan in 
plasma van angstige psychotici en van normalen bij wie door hypnose 
enorme angst geïnduceerd werd. Hoewel dit plasma in staat was 
om een depletie van het bijnierascorbinezuur van ratten te veroor­
zaken, was de corticotrope activiteit absoluut onvoldoende om de 
bijniergewichtsstijging bij hypofyseloze ratten, die met dit plasma 
waren behandeld, te verklaren. 
LANMAN en DrNERSTEIN (1959) toonden aan, dat plasma van gra­
vidae in het derde trimester van de zwangerschap het bijniergewicht 
bij hypofyseloze mannelijke ratten kon handhaven. Dit effect trad 
niet op bij hypofyseloze vrouwelijke of gehypofysectomeerde èn 
gecastreerde mannelijke ratten. Hun conclusie was, dat de ICSH­
activiteit in plasma van gravidae mogelijk de testes stimuleerde tot 
verhoogde testosteronproductie, waardoor het bijniergewicht in po­
sitieve zin werd beïnvloed. 
4. Compensatoire bijnierhypertrofie 
TEPPERMAN e.a. beschreven in 1943 m een overzichtsartikel de 
door velen gedane waarneming, dat unilaterale adrenalectomie altijd 
gevolgd wordt door compensatoire bijnierhypertrofie. Zonder hypo­
fyse treedt geen compensatoire bijnierhypertrofie op. 
lNGLE toonde in 1951 aan, dat een autogeen bijniertransplantaat 
niet regenereert in aanwezigheid van de andere bijnier. Ook een 
unilateraal geënucleëerde bijnier regenereerde niet als dt- andtre bij­
nier aanwezig was; werd deze laatste verwijderd, dan werd snel 
nieuw bijnierweefsel gevormd. Indien een bijnier hyperactief is door 
een tumor, vertoont de andere bijnier vaak atrofie (lNGLE, 1951 ). 
Na unilaterale adrenalectomie bij patienten met gemetastaseerd 
mammacarcinoom vond CARR ( 1959) een licht verhoogde mitose­
activiteit in de tweede bijnier. Bij enkele patienten was het aantal 
celdelingen sterk verhoogd na toediening van ACTH op onregel­
matige tijden. Bij anderen was de mitoseactiviteit met of zonder 
ACTH nauwelijks of niet verhoogd. 
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GANONG en HuME (1 956) beschrijven, dat na unilaterale adrena­
lectomie bij honden de overgebleven bijnier na ACTH-toediening 
relatief meer corticoiden afgeeft dan de andere bijnier onder dezelfde 
omstandigheden een week tevoren. Ook DE WIED (niet gepubliceerde 
gegevens, 1961 )  toonde aan dat één week na exstirpatie van de lin­
ker bijnier bij de rat de gehypertrofieerde rechter bijnier onder ether­
stress méér corticoïden per gewichtseenheid produceerde dan de 
linker bijnier op het tijdstip van exstirpatie onder etherstress. 
Samenvattend blijkt dat na unilaterale adrenalectomie in aan­
wezigheid van de hypofyse altijd compensatoire bijnierhypertrofie 
ontstaat. Deze bijnier blijkt een grotere gevoeligheid voor ACTH te 
bezitten dan normale bijnieren. 
5. Verschillen in werking van diverse ACTH-preparaten op het 
bijniergewicht 
REINHARDT en L1 toonden in 1 951 van 5 op verschillende wijze 
vervaardigde ACTH-preparaten discrepanties aan in hun effect op 
de ascorbinezuurdepletie van de bijnier, op de handhaving van het 
bijniergewicht en op de involutie van thymus en lymfeklieren bij 
hypofyseloze ratten. 
D1xoN e.a. (1951 ) en D1xoN (1955) konden door behandeling van 
een ruw ACTH-extract met zuur enerzijds en met alkali anderzijds 
een sterke dissociatie aantonen tussen de ascorbinezuurdepletie en 
de bijniergewichtshandhaving. Het met zuur behandelde extract be­
vatte in hoge mate een factor die ascorbinezuurdepletie veroor­
zaakte, terwijl de bijniergewichtshandhaving gering was. Behandeling 
met alkali had het omgekeerde effect tot gevolg. 
Fractionering van een ongehydrolyseerd hypofyseëxtract op een 
ionenwisselaar leverde een snel lopende fractie op, die een sterk 
bijniervergrotend effect bezat met een gering asco11binezuurdepletie­
eff ect, terwijl de l angzaam lopende fractie de omgekeerde eigen­
schappen had (D1xoN e.a., 1 951).  Ging men op de ionenwisselaar 
uit van hetzelfde hypofyseëxtract samen met groeihormon, dan 
verscheen het groeihormon op dezelfde plaats als de snel lopende 
fractie. Deze "adrenal-weight-factor" (de snel lopende fractie) met 
groeihormon identiek te stellen leek de auteur echter voorbarig. 
Bovendien werd niet aangetoond dat deze twee stoffen dezelfde 
56 
effecten op het ascorbinezuurgehalte van de bijnierschors en op het 
bijniergewicht bij de hypofyseloze rat hadden. 
DASGUPT A en Y OUNG (195 8) vonden dat een ruw alkalisch extract 
geen effect had op de ascorbinezuurdepletie, doch wel een bijnier­
gewichtshandhavend effect vertoonde. Na aanzuren van dit extract 
tot PH3 was het wel in staat ascor-binezuurdepletie te veroorzaken. 
Het effect op het bijniergewicht was na aanzuren iets minder. De 
schrijvers noemden de stof in het alkalische extract "praecorticotro­
phin". Het bleek stabiel te zijn bij een pu7-9 en had een groot bijnier­
gewichtshandhavend effect, in tegenstelling tot het normale U.S.P.­
ACTH. In een later experiment (1961) kon DASGUPTA dit "prae­
corticotrophin" op dezelfde wijze in plasma van konijnen aantonen. 
6. Andere experimenten betreffende het bijniergewicht 
ScHAPIRO e.a. (1962) meenden op grond van hun experimenten, 
dat er in de hypofyse van pasgeboren ratten een bijniergewichts­
factor moest bestaan, welke niet met ACTH overeenstemt. De cor­
ticosteroidsecretie en de ascorbinezuurdepletie van de bijnierschors 
bij pasgeboren ratten is op de 7 e tot Se dag door stress ( electrische 
shock) op te wekken. Met andere woorden, in de eerste levensweek 
is het endogene ACTH bij ratten niet te mobiliseren. Verricht men 
echter op de eerste levensdag unilaterale adrenalectomie, dan blijkt 
er na 7 dagen een compensatoire bijnierhypertrofie te zijn ontstaan. 
De hypofyses van deze geopereerde dieren waren kleiner en bevatten 
minder "bijniergewichtsfactor" dan van de schijngeopereerden. 
Voor de meting van de secretieactiviteit van de bijnierschors ener­
zijds en van de celproliferatie anderzijds maakten BRANSOME en 
REDDY (1961) respectievelijk gebruik van het RNA en het DNA 
in de bijnierschors. Voor de RNA- en de DNA-bepalingen werden 
homogenaten gemaakt van de gehele bijnier zonder medulla. Toe­
diening van 40 I E ACTH tweemaal per dag gedurende 7 dagen 
aan intacte honden veroorzaakte geen stijging van het DNA-, doch 
wel een viervoudige verhoging van het RNA-gehalte van de bijnier­
schors. Toediening van 2 mg groeihormon (dat 0.015 I E ACTH per 
mg bevatte) tweemaal per dag gedurende 7 dagen gaf een twee­
voudige stijging van het DNA- en het RNA-gehalte. Eenzijdige 
adrenalectomie had na een week een tweevoudige DNA- en RNA-
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stijging tot gevolg. De bijnieren in de ACTH-groep waren bijna 
tweemaal zo zwaar als de controles, terwijl de bijnieren van de met 
groeihormon en unilaterale adrenalectomie behandelde dieren 11/ 3 
maal zo zwaar waren als de controles. 
Wat betreft de RNA-stijging na ACTH-toediening werd hetzelfde 
door SYMINGTON e.a. (1955) gevonden. De stijging van het DNA bij 
de compensatoire hypertrofie kon niet aan ACTH worden toege­
schreven, aangezien zelfs hoge ACTH-doses geen verhoogde DNA­
gehaltes tot gevolg hadden. Het verhoogde RNA-gehalte bij de com­
pensatoire bijnierhypertrofie verschilde niet significant van de con­
troles. Het verhoogde DNA-gehalte na groeihormon en na unilaterale 
adrenalectomie wijst op celprolif era tie. 
Hoewel mitotische figuren gezien zijn in "compact" fasciculata­
cellen, die rijk aan RNA zijn (CATER en STACK-DUNNE, 1955d; 
CARR, 1959) en een lichte mitoseactiviteit na toediening van ACTH 
wel aangetoond werd door CATER en STACK-ÛUNNE (1955a), waren 
deze celdelingen gering in aantal en was de celproliferatie matig ver­
geleken bij de mitoseactiviteit na groeihormontoediening. Aangezien 
BRANSOME en REDDY (1961) geen verhoogd DNA-gehalte na ACTH­
toediening vonden, echter wel na unilaterale adrenalectomie en na 
toediening van groeihormon, is het ook door deze experimenten 
waarschijnlijk gemaakt, dat ACTH geen celproliferatie maar cel­
hypertrofie in de bijnierschors veroorzaakt. 
Samenvattend blijkt dat de bijnier onder allerlei omstandigheden 
kan hypertrofiëren, waarbij onderscheid gemaakt moet worden 
tussen celhypertrofie en celhyperplasie. Een enkele maal gaat bijnier­
vergroting samen met grotere gevoeligheid voor ACTH, zoals bij de 
ziekte van Cushing en bij compensatoire bijnierhypertrofie. Meestal 
reageert de bijnierschors normaal en soms is er een verminderde ge­
voeligheid voor ACTH, zoals bijvooribeeld na toediening van 
androgene steroïden. Enkele auteurs hebben gescheiden werkingen 
op het bijniergewicht en op de ascorbinezuurdaling kunnen aantonen 
door p1 1-veranderingen aan te brengen in hetzelfde hypofyseëxtract. 
Verder blijken de veranderingen van en in bijnierschorscellen na toe­
diening van verschillende hormonen niet gelijk te zijn. Tenslotte 
bestaan er veel aanwijzingen dat ACTH niet verantwoordelijk ge­
steld kan worden voor het ontstaan van celproliferatie in de bijnier­
schors. 
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B. MATERIAAL EN METHODEN 
1 .  Het bijniergewicht 
Tijdens de experimenten, waarbij de ACTH-activiteit in het bloed 
op verschillende tijdstippen na formalinestress met de 5 beschreven 
indirecte methoden werd bepaald, werden de gewichten van de bij­
nieren gemeten. Deze gewichten werden uitgedrukt in mg per 100 
gram lichaamsgewicht, waarna het gemiddelde werd berekend. 
2. Het gehalte aan bijniergewichtsfactor in de hypofysevoorkwab 
Op grond van het vermoeden dat de hypofysaire factor die de 
bijnierschors aanzet tot de productie van corticoïden en de factor 
in de hypofyse die het bijniergewicht beïnvloedt niet identiek zijn, 
werd getracht het gehalte van deze laatste factor van de hypofyse­
voorkwab apart te meten. Daartoe werd een extract uit de hypofyse­
voorkwab gemaakt op dezelfde wijze als is beschreven in hoof cl­
stuk I onder B.II.7. Het effect van dit extract op het bijniergewicht 
werd vergeleken met het effect van U.S.P.-ACTH op het bijnier­
gewicht. Na de bereiding van de hypofysevoorkwabextracten en 
van de ACTH-oplossingen werden deze in 8 gelijke hoeveelheden 
verdeeld en gedurende één nacht ingevroren. Vlak voor het gebruik 
werden de extracten geneutraliseerd met 0.1 N NaOH en op de ver­
eiste concentratie gebracht door toevoeging van NaCl 0.9 °/o. Nadat 
aan hypofyseloze vrouwelijke ratten van 140-160 gram intraveneus 
ACTH of extract van onbehandelde ratten was toegediend, werd 
15 minuten later de linker bijnier geëxstirpeerd. Het gewicht en de 
corticoidproductie in vitro van deze bijnier werden bepaald zoals is 
beschreven in hoofdstuk I onder B.Il.7. Vervolgens werden dezelfde 
hypofyseloze ratten opnieuw met extract als volgt behandeld: een 
half uur na het wegnemen van de linker bijnier werd aan die ratten 
waaraan intraveneus ACTH was toegediend in dezelfde volgorde 
ACTH subcutaan geïnjiceerd in doseringen van 50 mE, 100 mE 
en 200 mE in totaal per rat, verdeeld over 7 injecties gedurende de 
volgende 12 uur. Aan die ratten, waaraan intraveneus extract was 
toegediend, werd in dezelfde volgorde hypofysevoorkwabextract 
subcutaan geïnjiceel"d in doseringen van 2 mg, 4 mg en 8 mg in 
totaal per rat, verdeeld over 7 injecties gedurende de volgende 12 uur. 
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Een half uur na de laatste injectie werd de rechter bijnier van alle 
ratten weggenomen, op dezelfde wijze schoongeprepareerd als de 
linker bijnier en gewogen op een torsiebalans tot 0.05 mg nauw­
keurig. Het verschil tussen de linker en de rechter bijnier werd in 
procenten van de linker bijnier uitgedrukt. 
Het verschil tussen linker en rechter bijnier bij onze rattestam -gemeten bij 128 ratten - is 10 0/o. De invloed van het extract op het bijniergewicht hebben wij gemeten op de rechter bijnier. Als cri­terium voor het effect van het extract op het bijniergewicht zou men het gewicht van de rechter bijnier, het verschil tussen linker en rechter bijnier, of het verschil tussen de beide bijnieren in procenten van de linker bijnier kunnen aannemen. Aangezien bleek dat er een grotere spreiding bestaat tussen de bijniergewichten van de ratten onderling dan tussen de linker en de rechter bijnier van elke rat afzonderlijk, meenden wij het absolute gewicht van de rechter bij­nier niet als criterium te moeten handhaven. Daarna zijn wij van de veronderstelling uitgegaan dat het criterium met de geringste stan­daardfout van het gemiddelde voor ons doel het meest geschikt was. Het bleek dat het verschil tussen linker en rechter bijnier 1 .340 mg ± 0.144 en het verschil uitgedrukt in procenten van de linker bij­nier 9.4 0/o ± 0.92 bedroeg. Wij hebben derhalve het laatste als cri­terium voor het effect van het extract op het bijniergewicht aan­genomen. 
3 .  Het gehalte aan bijniergewichtsfactor in de hypofysevoorkwab 
na formalinestress 
Er werden 8 groepen van 5 ratten gebruikt die 3, 8, 15 en 30 
minuten en 2, 6, 12 en 18 uur na de formalinetoediening werden 
gedecapiteerd. Vijf niet met formaline behandelde ratten dienden als 
controles. De bijniergewichtsfactor werd op dezelfde wijze uit de 
hypofysevoorkwab geëxtraheerd als is beschreven in hoofdstuk I 
onder B.II.8. Van elke groep werden de extracten in 6 gelijke porties 
verdeeld. V66r het gebruik werd het extract ontdooid, geneutrali­
seerd en verdund tot de vereiste concentratie. Aangezien wij van 
mening waren dat een wat ander injectieschema de bijniergewichts­
factor duidelijker kon aantonen, werd in dit tweede experiment een 
iets gewijzigde procedure toegepast, die als volgt werd uitgevoerd: 
een half uur na het wegnemen van de linker bijnier werd aan die 
ratten, waaraan intraveneus U.S.P.-ACTH was toegediend, in de­
zelfde volgorde U.S.P.-ACTH subcutaan geïnjiceerd in doseringen 
van 60 mE en 240 mE in totaal per rat, verdeeld over 5 injecties 
gedurende de volgende 12 uur. Aan die ratten, waaraan intraveneus 
hypofysevoorkwabextract was toegediend, werd in dezelfde volg-
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orde extract mbcutaan geïnjiceerd in doseringen van 2 mg en 8 mg 
in totaal per rat, verdeeld over 5 injecties gedurende de volgende 1 2  
uur. Zes uur i n  plaats van een half uur na de laatste injectie werd 
de rechter bijnier van alle ratten weggenomen, op dezelfde wijze 
schoongeprepareerd als de linker bijnier en op een torsiebalans ge­
wogen tot 0.05 mg nauwkeurig. Het verschil tussen de linker en de 
rechter bijnier werd in procenten van de linker bijnier uitgedrukt. 
4. De invloed van de wijze van toediening 
Omdat U.S.P.-ACTH en het ruwe hypofysevoorkwabextract ver­
schillende preparaten zijn wat betreft hun samenstelling, is het mo­
gelijk dat bij de subcutane toediening van ACTH en het extract de 
verschillen in resorptie er de oorzaak van zijn dat onjuiste conclusies 
worden getrokken wat betreft de potenties van beide. Derhalve 
werden aan hypofyseloze mannelijke ratten 2 doseringen U.S.P.­
ACTH en 2 doseringen hypofysevoorkwabextract (van onbehandelde 
ratten) subcutaan geïn jiceerd. De extracten en de U.S.P.-ACTH­
oplossingen werden op dezelfde wijze verkregen en behandeld als 
is beschreven in •hoofdstuk I onder B.II.7. Van de bijnieren werd 
30 minuten na de injectie de corticoidproductie in vitro bepaald. Dit 
tijdstip werd genomen omdat DE Wrno (niet gepubliceerde gegevens, 
1 960) aantoonde dat na subcutane ACTH-toediening àe corticoid­
productie in vitro na 30 minuten het hoogst was. 
C. RESULTATEN 
1 .  Het bijniergewicht 
In figuur 1 1  is de invloed van de formalinestress op het bijnier­
gewicht te zien. In de eerste uren is het gewicht van de bijnier iets 
lager dan bij de controledieren, doch het verschil is niet signifi­
cant. Na 6 uur begint het bijniergewicht te stijgen. Twaalf uur na 
het begin van de stress bestaat er een significant verschil met de 
aanvangswaarde (P <0.01) .  De stijging, welke zich daarna voortzet, 
bedraagt na 1 8  uur 27 0/o ten opzichte van de controledieren. 
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Fig. 1 1 .  D e  invloed van formalinestress op het bijniergewicht. 
2. Het gehalte aan bijniergewichtsfactor in de hypofysevoorkwab 
De invloed van verschillende doseringen U.S.P.-ACTH en hypo­
fysevoorkwabextract op het bijniergewicht is te zien in figuur 12. 
Na toediening van ACTH stijgt het bijniergewicht, doch er is 
geen significant verschil tussen de vermeerdering van het bijnier­
gewicht na toediening van 50 mE, 100 mE of 200 mE ACTH. De 
helling van de curve is vlak. De standaardafwijkingen van het ge­
middelde zijn groot, waardoor ook de standaardfout van de hellings­
hoek groot is. Er bestaat geen relatie tussen de toegediende dose­
ringen U.S.P.-ACTH en het bijniergewicht. 
Na toediening van het hypofysevoorkwabextract stijgt het bijnier­
gewicht sterker dan met U.S.P.-ACTH. Er is een significant ver­
schil tussen de bijniergewichtsstijging na 2 mg en 8 mg extract. De 
helling van de dosis-werkingscurve is steil. In tegenstelling met 
ACTH bestaat er wel een relatie tussen de toegediende doseringen 
extract en het bijniergewicht. Het verschil tussen de hellingshoeken 
van de dosis-werkingscurven van ACTH en hypofysevoorkwab­
extract is significant. 
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Fig. 12. De relatie tussen de hoeveelheid U.S.P.-ACTH en hypofyse­
voorkwabextract en het gewichtsverschil tussen linker en rechter bijnier. 
3. Het gehalte aan bijniergewichtsfactor in de hypofysevoorkwab 
na formalinestress 
De veranderingen in het gehalte van de bijniergewichtsfactor in 
de hypofysevoorkwab van met formaline behandelde ratten is te 
zien in tabel 8. Omdat de proefopzet te omvangrijk was om in één 
keer te verrichten, werden eerst de bepalingen gedaan met extracten 
van de hypofysevoorkwabben van ratten waaraan een half uur of 
langer tevoren formaline was toegediend en later werden de be­
palingen van de korter durende perioden verricht. Aangezien de 
hellingen van de dosis-werkingscurven van U.S.P.-ACTH en extract 
niet evenwijdig lopen, was het niet mogelijk de potentie van de 
extracten op het bijniergewicht uit te drukken in ACTH-eenheden. 
Daarom werd het gehalte van de bijniergewichtsfactor uitgedrukt in 
procenten van het gehalte in de hypofysevoorkwab van de niet ge­
stresste controleratten. De getallen geven dus uitsluitend de relatieve 
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TABEL 8 
De invloed van formalinestress op het gehalte aan bijniergewichtsfactor 
in de hypofysevoorkwab. 
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veranderingen aan van dit gehalte ten opzichte van de niet gestresste 
controles. Door de grote spreiding van de bijniergewichten - het 
meetobject - bestaat er ook een grote spreiding in de relatieve ge­
haltes van de bijniergewichtsfactor. De indices van precisie zijn zeer 
hoog. 
In figuur 13  zijn de veranderingen van het gehalte aan bijnier­
gewichtsfactor in de hypofysevoorkwab ten opzichte van de niet 
gestresste controles nog eens in een curve te zien. In dezelfde figuur 
zijn ook de veranderingen van het gehalte aan ACTH in de hypo­
fysevoorkwab ten opzichte van de niet gestresste controles uitgezet. 
Dit werd gedaan om een vergelijking tussen beide gehaltes mogelijk 
te maken. In beide curven hebben wij het gehalte berekend ten op­
zichte van de controlewaarden, die gedurende hetzelfde experiment 
werden bepaald; de gehaltes van de kortdurende perioden na de 
formalinetoediening (3, 8 en 15 minuten) werden dus ten opzichte 
van de in hetzelfde experiment niet gestresste controles berekend; 
evenzo geldt dit voor de langer durende peI'ioden (vanaf 30 minuten) 
na de formalinetoediening. 
In tegenstelling tot het ACTH-gehalte daalt het gehalte aan bij­
niergewichtsfactor direct na de formalinetoediening zeer snel. Het 
blijft laag gedurende de eerste 6 uur na de stress en begint daarna 
te stijgen. Na 18  uur wordt de aanvangswaarde bijna bereikt. 
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Fig. 13. De invloed van formalinestress op het relatieve gehalte aan 
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Fig. 14. De relatie tussen de  hoeveelheid U.S.P.-ACTH en hypofysevoor­
kwabextract subcutaan toegediend en de mate van corticoidproductie in vitro. 
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4. De invloed van de wijze van toediening 
In figuur 14 is het effect van de subcutane toediening van U.S.P.­
ACTH en hypofysevoorkwabextract op de corticoidproductie in 
vitro te zien. Hoewel de dosis-werkingscurve van het extract iets 
vlakker verloopt dan van het U.S.P.-ACTH, verschillen de hellings­
hoeken niet significant. 
D. DISCUSSIE 
1 .  Het bijniergewicht 
Het bijniergewicht van ratten die aan formalinestress zijn bloot­
gesteld begint te stijgen nadat de ACTH-activiteit in het bloed (fi­
guur 8) tot de aanvangswaarde is teruggekeerd. Het is mogelijk dat 
deze hypertrofie het gevolg is van vooraf gaande stimulering door 
ACTH, dat in verhoogde mate circuleert na de formalinestress. Het 
is echter ook mogelijk dat er een andere factor is of meerdere facto­
ren zijn, die de bijniervergroting na formalinestress veroorzaken. 
Dat deze factor door de hypofyse wordt afgegeven, althans dat de 
hypofyse hierbij noodzakelijk is, blijkt uit het feit dat de hypertrofie 
gedurende formalinestress niet optreedt bij een gehypofysectomeerd 
dier. 
2. Het gehalte aan bijniergewichtsfactor in de hypofysevoorkwab 
Uit het feit dat er geen relatie bestaat tussen de invloed van 
U.S.P.-ACTH en hypofysevoorkwabextract op het bijniergewicht 
zou men naar voren kunnen brengen, dat er naast ACTH in het 
extract nog een factor aanwezig moet zijn, die invloed heeft op het 
bijniergewicht. Het is echter ook mogelijk dat er een verschil bestaat 
in resorptie en afbraak tussen ACTH en extract. Indien het extract 
langzamer geresorbeerd en afgebrol· en zou worden, kan dit bete­
kenen dat de bijnier in dit geval langer een stimulerende invloed 
zou ondergaan. 
3. Het gehalte aan bijniergewichtsfactor in de hypofysevoorkwab 
na Jormalinestress 
Het blijkt dat het gehalte aan ACTH en bijniergewichtsfactor in 
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de hypofysevoorkwab dissocieert indien het dier aan formalinestress 
wordt blootgesteld. In grote trekken gezien stijgt het ACTH-ge­
halte indien de bijnicrgewichtsfactor daalt en omgekeerd. Aange­
zien wij zowel voor ACTH als voor de bijniergewichtsfactor de 
veranderingen ten opzichte van dezelfde niet gestresste controles 
hebben bepaald, betekent dit dat aan deze veranderingen in de 
hypofysevoorkwab een reële waarde kan worden toegekend. De 
dissociatie van beide factoren wijst er op dat men met twee ver­
schillende stoffen te maken heeft. 
4. De invloed van de wijze van toediening 
Zowel na intraveneuze toediening van U.S.P.-ACTH en hypo­
fysevoorkwabextract (figuur 9) als na subcutane toediening (figuur 
14) bestaat er geen significant verschil in effect op de corticoidpro­
ductie in vitro. In het verloop van de verdere discussie zal op de 
punten 2, 3 en 4 nader worden ingegaan. 
Algemene discussie betreffende hoofdstuk Il 
Welke hypofysaire stof beïnvloedt nu het bijniergewicht? Het is 
bekend en veelvuldig waargenomen dat ACTH, mits voldoende lang 
toegediend, bijnierhypertrof ie kan veroorzaken. Deze hypertrofie 
begint ongeveer 4 uur na het toedienen van ACTH op te treden 
(CATER en STACK-DUNNE, 1 955a). De mate van hypertrofie hangt 
af van het gebruikte ACTH-preparaat. Latere onderzoekingen, 
waarbij zuiverder ACTH-preparaten werden toegepast, laten even­
eens een duidelijke bijnierhypertrofie na chronische toediening zien. 
Dit betekent dat hypertrofie door nagenoeg zuiver ACTH kan 
worden opgewekt en dat deze hypertrofie geen gevolg is van andere 
factoren waarmee het ACTH tijdens de extractie en de isolering 
is verontreinigd. De in hoofdstuk I beschreven experimenten, waar­
bij de toediening van ACTH(A 1 )Zn op de secretieactiviteit vnn de 
bijnierschors werd onderzocht, geven tevens duidelijk aan dat door 
een behandeling met dit zeer zuivere peptide de bijnier sterk in 
gewicht kan toenemen. D,xoN e.a. ( 195 1 )  en D,xoN ( 1955) verkre­
gen eveneens, door zuivering van niet gehydrolyseerd ACTH over 
een kolom met carboxymethylcellulose, dit nagenoeg zuivere ACTH­
peptide, naast een aantal andere peptiden met ACTH-activiteit. De 
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Ai-fractie, die een sterke ascorbinezuurdaling teweegbracht in de 
bijnierschors van hypofyseloze ratten, had een veel minder bijnier­
vergrotend effect dan de A4-fractie. Deze A4-fractie, welke hij ook 
uit het niet gehydrolyseerde ACTH isoleerde, had een veel geringer 
effect op de ascorbinezuurdaling dan de A1-fractie. Het is niet zeker 
of deze A4-fractie nog een werkelijk ACTH-peptide is of dat deze 
stof van andere aard is (D1xoN, 1955). De hypertrofie van de bijnier 
door een AcACTH-peptide, zoals ook door ons werd aangetoond, 
is een duidelijk bewijs voor het feit dat met een relatief zuiver 
ACTH beslist een bijnierhypertrofie is op te wekken. 
De resultaten betreffende de bepaling van het gehalte aan bijnier­
gewichtsfactor in de hypofyse doen echter vermoeden dat wij hier 
met een andere stof dan ACTH te maken hebben. Ten eerste bleek 
dat de dosis-werkingscurve van het hypofysevoorkwabextract een 
significant verschillende regressie aangaf vergeleken met die van 
U.S.P.-ACTH. Dit zou kunnen betekenen dat de bijniergewichts­
factor in het hypofysevoorkwabextract en U.S.P.-ACTH niet iden­
tiek zijn. De ijking van de bijniergewichtsfactor tegen U.S.P.-ACTH 
werd subcutaan uitgevoerd. Het is mogelijk dat door het verschil 
in de aard van het extract en het U.S.P-ACTH verschillen in resorp­
tie ontstaan, die het niet optreden van parallellisme tussen beide 
stoffen zouden kunnen verklaren. Indien dit zo is dan zouden 
dergelijke verschillen na intraveneuze toediening niet moeten ont­
staan. Aangezien het haast onmogelijk is het gewicht van de 
bijnier te beïnvloeden door intraveneuze toediening van de twee 
stoffen, werd de invloed van intraveneuze en subcutane toediening 
op de regressie van beide preparaten onder:wcht op de cortJicoidpro­
ductie in vitro (figuur 9 en figuur 1 4). Hieruit komt naar voren 
dat de wijze van toediening voor het bepalen van ACTH in het 
hypofysevoorkwabextract niet relevant is. Ofschoon dus een der­
gelijke proef niet werd uitgevoerd voor de bijniergewichtsfactor, 
sugger!!ert bovengenoemde proef wel dat het verschil in parallelli­
teit tussen U.S.P.-ACTH en het hypofysevoorkwabextract niet door 
een verschil in resorptie uit het subcutane milieu tussen beide moet 
worden verklaard. 
Het gehalte aan beide stoffen in de hypofysevoorkwab gedraagt 
zich verschillend na stress. Terwijl het ACTH-gehalte van de hypo­
fyse stijgt, daalt het gehalte aan bijniergewichtsfactor en omgekeerd. 
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De st1Jgmg van het ACTH-gehalte van de hypofyse hebben wij, 
zoals in hoofdstuk I is uiteengezet, geïnterpreteerd als synthese van 
ACTH in de hypofyse die sterk toeneemt onder invloed van scha­
delijke prikkels. Wat betekent nu de gelijktijdige daling van de bij­
niergewichtsfactor? Waarschijnlijk wordt deze stof of zeer snel uit 
de hypofyse afgegeven zonder dat er synthese plaatsvindt, of de 
afgifte is zo sterk dat de synthese daarbij achterbiijft. Het gehalte 
aan bijniergewichtsfactor in het bloed kon wegens te grote tech­
nische moeilijkheden niet worden bepaald. Vandaar dat wij boven­
staande vraag niet met zekerheid kunnen beantwoorden. Als het 
bijniergewichtsfactorgehalte van de hypofyse zich gedraagt zoals het 
ACTH-gehalte, dan zou de stijging in de hypofyse, welke 6 uur na 
de stress begint, betekenen dat er eveneens meer van deze factor 
in het bloed gaat circuleren. Het gehalte aan deze stof in het bloed 
zou dan hoger zijn dan normaal in de tijd dat de bijnier inderdaad 
hypertrofieert. De initiële daling zou slechts een afgifte van de totale 
hoeveelheid welke in de hypofyse aanwezig is betekenen, die niet 
gepaard gaat met synthese. Als de bijniergewichtsfactor z6 snel uit 
de hypofyse wordt afgegeven dat de synthese achterblijft, dan is 
juist in de eerste 6 uur na de stress het gehalte aan deze stof in het 
bloed het hoogst. In de loop van de volgende 12 uur zou de ge­
wichtsfactor in het bloed dan geleidelijk afnemen. Indien dit waar 
is, dan moet het effect van deze stof op het bijniergewicht pas onge­
veer na 6 uur tot uiting komen. Een aanwijzing hiervoor vormen 
de gegevens van CATER en STACK-DUNNE (1955b; 1955c). 
Indien men aanneemt dat het bijniergewicht door een andere 
hypofysaire factor dan ACTH wordt beïnvloed, dan is de volgende 
vraag of één van de reeds bekende hypofysevoorkwabhormonen 
verantwoordelijk zou kunnen zijn voor dit effect. Zoals reeds in 
het begin van dit hoofdstuk werd uiteengezet, oefent groeihormon 
invloed uit op het bijniergewicht. LANMAN en DINERSTEIN (1960) 
hebben aangetoond dat toediening van een alkalisch extract uit 
runderhypofysen, toegediend gedurende 7 dagen, het bijnier­
gewicht van hypofyseloze gecastreerde mannelijke ratten kan hand­
haven. Aangezien bij alkalische extractie van hypofysen onder meer 
het groeihormon wordt geëxtraheerd, namen zij aan dat dit effect 
door groeihormon wordt teweeggebradht. In onze proeven werd 
echter een zuur extract van de hypofysevoorkwab gemaakt. Of-
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schoon in zuur milieu ook wel groeihormon wordt geëxtraheerd, 
is de alkalische extractie hiervoor toch veel gunstiger (Prncus en 
THIMANN, 1955). Verder is de invloed van het hypofyseëxtract in 
onze experimenten op korte termijn reeds merkbaar. Het feit dat 
CATER en STACK-DUNNE (1955a) na kortdurende toediening van 
groeihormon geen invloed op het bijniergewicht van hypofyseloze 
ratten konden waarnemen, pleit tegen de opvatting dat groeihor­
mon alléén als de bijniergewichtsfactor in het hypofysevoorkwab­
extract moet worden beschouwd. LoGOTHETOPOULOS e.a. (1961) 
vonden na toediening van 6a-methyl-17 a-hydroxyprogesteron een 
duidelijke bijnier- en gonadenatrofie, die werd veroorzaakt door 
remming van de afgifte van ACTH en gonadotrofe hormonen 
uit de hypofyse. De secretie van groeihormon en TSH bleek echter 
ongestoord te zijn. Dit suggereert dat deze twee hormonen geen di­
recte tro'fische invloed op de bijnier en de gonaden hebben. Daar staat 
tegenover dat de invloed van groeihormon op het bijniergewicht 
gepotentieerd wordt door ACTH (CATER en STACK-DUNNE, 1955a; 
Bo,s en SELYE, 1957). Aangezien in het hypofyseëxtract, zoals dat 
door ons werd vervaardigd, steeds ACTH aanwezig was, zou de ge­
wichtstoeneming van de bijnier in onze proeven verklaard kunnen 
worden door een gezamenlijke werking van het groeihormon en 
ACTH. Hierbij dient te worden opgemerkt dat het effect van het 
hypofyseëxtract van ongestresste ratten op de bijnier even sterk is als 
van het extract van de hypofyses van ratten die 1 8  uur tevoren met 
formaline waren behandeld. Het ACTH-gehalte is echter 18 uur na 
de stress slechts de helft van dat van de ratten welke niet aan de 
schadelijke prikkel werden blootgesteld, terwijl het gehalte aan bij­
niergewichtsfactor in beide gevallen hetzelfde was. 
Welke van de andere in de hypofyse aanwezige hormonen zou 
het bijniergewicht eveneens kunnen beïnvloeden? FSH en ICSH 
hebben geen directe werking op het bijniergewicht (LosTROH en L1, 
1957 ; LANMAN en DINERSTEIN, 1959). Wel kan ICSH via de pro­
ductie van geslachtshormonen het bijniergewicht doen toenemen. 
Ovariëctomie gaat gepaard met bijnieratrofie (CARTI:.R, 1 956) 
en toediening van hoge doses oestrogene steroïden aan intacte vrou­
welijke ratten veroorzaakt bijnierhypertrofie (GREEP en CHESTER-
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JONES, 1950). Het is echter waarschijnlijk dat het effect van oestro­
gene stoffen op het bijniergewicht langs indirecte weg wordt veroor­
zaakt, namelijk door een hoger instelniveau van de corticotrope 
activiteit van de hypofyse. Dit maakt dat het effect van het extract 
op het bijniergewicht in ons experiment niet licht verklaard kan 
worden door aan te nemen dat de in dit extract zich bevindende 
gonadotrope hormonen via de secretie van oestrogene stoffen buiten 
ACTH om deze werking uitoefenen. Verder is het zeer onwaar­
schijnlijk dat androgene steroïden een rol spelen, aangezien de ijking 
bij vrouwelijke ratten werd uitgevoerd. 
Het is bekend dat vrouwelijke ratten gedurende de geslachtsrijpe 
leeftijd afhankelijk van de cyclus variaties vertonen wat betreft hun 
bijniergewicht. Aangezien het verschil tussen linker en rechter bijnier 
procentueel niet verandert en wij het verschil tussen linker en rechter 
bijnier in procenten van de linker bijnier hebben uitgedrukt, kan 
deze bijniergewichtsf!uctuatie bij de receptorratten geen invloed op 
onze experimenten hebben gehad. 
Over de werking van prolactine is weinig bekend en van het onder 
invloed van prolactine gevormde progesteron is op grond van de 
literatuurgegevens geen hypertrofisch effect op de bijnier te ver­
wachten. 
Het TSH heeft volgens LosTROH en L1 (1957) geen directe invloed 
op het bijniergewicht, terwijl KRÜSKEMPER (1961) met zéér hoge 
doses wel een bijniergewichtsstijging vond. Wel kan deze stof via 
de secretie van schildklierhormon invloed op de bijnier uitoefenen. 
De toediening van schildklierhormon aan intacte ratten heeft zelfs 
in hoge doses toch slechts een gering effect op het bijniergewicht 
(B01s en SELYE, 1957). Wordt de toediening van thyroxinr met 
ACTH gecombineerd, dan treedt eenzelfde bijniergewichtsstijging op 
als door ACTH alléén. Hoge doses thyroxine potentiëren echter wel 
het effect van groeihormon op het bijniergewicht (B01s en SELYE, 
1957; LosTROH en L1, 1958). Mogelijk zal met onze extractiemethode 
wel TSH in het extract aanwezig zijn (PINcus en TttIMANN, 1955; 
GRAY en BACHARACH, 1961). Aangezien wij echter geen gegevens 
hebben over de schildklieractiviteit van de hypofyseloze receptor­
ratten gedurende de toediening van het hypofysevoorkwabextract, 
is het niet mogelijk met zekerheid een uitspraak te doen over een 
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directe of indirecte invloed van het TSH m het extract op het 
bijniergewicht. 
Het blijkt dus dat twee producten van hypofysaire oorsprong, 
namelijk ACTH en groeihormon, beide een directe invloed op het 
bijniergewicht kunnen uitoefenen bij dieren welke niet over een eigen 
hypofyse beschikken. Zoals reeds eerder is betoogd komt het effect 
van deze hormonen op het bijniergewiioht op verschillende wijzen tot 
stand. ACTH brengt vooral celhypertrofie teweeg (CATER en STACK­
DuNNE, 1955a), terwijl groeihormon vooral celhyperplasie veroor­
zaakt. Dit is door BRANSOME en REDDY (1961) zeer fraai aangetoond 
met behulp van RNA- en DNA-metingen van de bijnierschors. 
Interessant is hierbij dat SEL YE in 1950 reeds heeft aangetoond dat 
bij chronische stress vooral celhyperplasie van de bijnierschors ont­
staat en dat BRANSOME en REDDY (1961) vonden dat compensatoire 
bijnierhypertrofie berust op hyperplasie, terwijl de toediening van 
groeihormon ook aanleiding gaf tot het ontstaan van hyperplasie. 
Deze gegevens suggereren dat het groeihormon een belangrijke invloed 
op het gewicht van de bijnierschors kan uitoefenen. Wij hebben er al 
op gewezen dat het effect van groeihormon op het bijniergewicht 
wordt gepotentieerd door ACTH. Het is dus mogelijk dat beide fac­
toren in onze experimenten een rol spelen bij het teweegbrengen van 
de bijnierhypertrofie na toediening van hypofysevoorkwaibextract 
en door het blootstellen van ratten aan formalinestress. Aangezien in 
onze proeven geen DNA en RNA werden gemeten, valt een uitspraak 
over de aard van het effect op de bijnier buiten het kader van dit 
proefschrift. Ook hebben wij niet onderzocht of door stress het ge­
halte aan groeihormon in de hypofyse in korte tijd sterk afneemt. 
Exacte gegevens hierover zijn in de literatuur niet bekend, ofschoon 
SELYE in 1950 al heeft gewezen op het feit dat naast ACTH ook het 
groeihormon onder invloed van stress aan de circulatie wordt af­
gegeven. 
Het feit dat de gehaltes van ACTH en bijniergewichtsfactor in de 
hypofyse gedurende stress in zekere zin anti-parallel verlopen, sugge­
reert dat er een negatieve correlatie tussen de productie van deze 
stoffen bestaat. Het zou kunnen zijn dat toeneming van de synthese 
van ACTH ten koste gaat van de synthese van deze gewichtsfactor 
en omgekeerd. Pas wanneer de verhoogde ACTH-synthese in de 
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hypofyse is geremd komt de synthese van de bijniergewichtsfactor 
tot stand en wordt deze factor in steeds grotere hoeveelheden uit de 
hypofyse afgegeven. De hypertrofie zou dan door voorafgaande 
ACTH-inwerking en daarna door de gewichtsfactor - gepotentieerd 
door geringe hoeveelheden ACTH die er vermoedelijk nog wel wor­
den afgegeven - tot stand komen. Aan de andere kant is het, zoals 
reeds is betoogd, ook mogelijk dat de bijniergewichtsfactor juist ge­
durende de eerste uren na de stress door de hypofyse wordt afgegeven, 
onder invloed waarvan samen met ACTH de bijnierhypertrofie later 
wordt veroorzaakt. Uiteraard zijn bovenstaande redeneringen zeer 
speculatief. 
Betere methoden, onder andere die welke onderscheid maken tussen 
hypertrofie en hyperplasie (RNA- en DNA-bepalingen), zullen de 
aard van de bijnierschorshypertrofie bij stress kunnen onderkennen. 
Ook de invloed van de hypofysaire bijniergewichtsfactor op de bij­
nierschors behoort op soortgelijke wijze te worden geanalyseerd en 
vergeleken met de invloed van ACTH en andere hypofysehormonen. 
Wanneer aan deze voorwaarden is voldaan kan wellicht met meer 
zekerheid iets over de bijniergewichtsfactor worden gezegd. 
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SAMENVATTING 
In het eerste deel van dit proefschrift (hoofdstuk I) wordt een 
vergelijkend onderzoek beschreven over de methoden die worden 
toegepast om de ACTH-activiteit in het bloed bij de rat te bepalen. 
Nadat eerst een overzicht is gegeven van de literatuur betreffende 
de verschillende bijnierschorsfunctieproeven, die bij de rat worden 
verricht om een indruk te krijgen over de ACTH-activiteit in het 
bloed, wordt de invloed van intraveneus toegediend ACTH (exo­
geen ACTH) op de corticoidproductie van bijnierschorsweefsel in 
vitro en op het corticosterongeha!te van de bijnier besproken. Daar­
naast wordt in hoofdstuk I de invloed beschreven van endogeen 
ACTH - opgewekt door het blootstellen van ratten aan een scha­
delijke prikkel (stress), namelijk de injectie van formaline - op de 
corticoidproductie in vitro door bijnierschorsweefsel en op het corti­
costerongeha!te van de bijnier, alsmede op de ACTH-activiteit in het 
bloed, het ACTH-geha!te van de hypofysevoorkwab, het gehalte aan 
vrij corticosteron van het plasma, het gehalte aan ascorbinezuur en 
cholesterol van de bijnier, en het bijniergewicht. 
De invloed van exogeen ACTH 
Het bleek dat de toediening van ACTH aan hypofyseloze ratten 
de corticoidproductie in vitro van het bijnierschorsweefsel snel 
deed stijgen. Het maximum effect werd 15 minuten na de toediening 
van ACTH bereikt. Er bleek verder een lineair verband te bestaan 
tussen de mate van corticoidproductie in vitro, waarbij de gevormde 
corticoiden werden bepaald met behulp van hun absorptie in ultra­
violet licht, en de logarithme van de hoeveelheid toegediend U.S.P.­
ACTH. Hetzelfde gold voor de in vitro productie van corticosteron, 
waarbij het gevormde corticosteron werd gemeten met behulp van 
fluorescentie. De mate van nauwkeurigheid, aangegeven door }. (in-
74 
dex van precisie), was in beide gevallen zo gering dat zowel de ene 
als de andere bepaling als methode om ACTH te ijken geschikt kon 
worden geacht. 
Verder werd gevonden dat bij toeneming van de activiteit van de 
bijnierschors, ten gevolge van ACTH-toediening, er relatief meer 
corticosteron werd geproduceerd dan andere corticoïden. De ver­
houding van corticosteron tot de totale hoeveelheid corticoïden steeg 
van 1/a onder basale condities tot ½ na acute ACTH-stimulering. In­
dien de bijnierschors gedurende een week onder invloed stond van 
hoge doses ACTH werd het corticosteron ten opzichte van de andere 
corticoïden in nog grotere mate geproduceerd. De verhouding steeg 
in dit geval van 1/ 3 tot bijna ¼. Dit geeft aan dat het corticosteron 
bij de rat het voornaamste steroid is dat door de bijnierschors onder 
invloed van ACTH wordt gevormd. 
Het corticosterongehalte van de bijnier bleek zeer snel te stijgen 
na verhoging van de ACTH-spiegel in het bloed. De hellingshoek 
van de regressielijn is echter klein, de variaties in de bepalingen 
onderl,ing zijn nogal groot en de index van precisie is te hoog (groter 
dan 0.3). Uit deze gegevens leek ·de conclusie gerechtvaardigd, dat 
het corticosterongeha!te van de bijnier weinig geschikt is om als waar­
demeter voor de ACTH-activiteit in het bloed te worden gebruikt. 
De invloed van endogeen ACT H 
Subcutane formalinetoediening bleek na 3 minuten reeds een sterk 
verhoogde ACTH-spiegel in het bloed tot gevolg te hebben. Na 8 
minuten ontstond een daling. Ofschoon de ACTH-activiteit in het 
bloed 2 uur na de injectie van formaline nog hoger bleek te zijn dan 
normaal, kon na 6 uur geen verhoogde ACTH-activiteit in het bloed 
meer worden aangetoond. 
Het ACTH-gehalte van de hypofysevoorkwab steeg aanzienlijk 
gedurende de eerste 15 minuten na toediening van formaline. De 
daarna optredende daling zette zich geleidelijk voort tot 18 uur 
na de stress. Op dat moment bleek het ACTH-gehalte tot bijna 49 °/o 
van de aanvangswaarde te zijn gedaald. De eerste 15  minuten werd 
dus meer ACTH gesynthetiseerd dan afgegeven, terwijl daarna de 
afgifte iets hoger was dan de synthese. 
De corticoidproductie in vitro van bijnieren van ratten, blootge-
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steld aan formalinestress, bleek snel toe te nemen. Reeds tussen 15 
en 30 minuten na de stress werd het maximum effect bereikt. De pro­
ductie daalde een half uur na het begin van de stress om geleidelijk 
verder af te nemen, totdat er na 12 uur geen verschil met de controle­
waarde meer was waar te nemen. De corticosteronproductie in 
vitro liet hetzelfde zien. Het enige verschil tussen de corticoid- en de 
corticosteronproductie was, dat de procentuele toeneming van de pro­
ductie van corticosteron ongeveer tweemaal zo groot was als die 
van •de totale corticoiden in vitro. De ratio corticosteron/totale cor­
ticoiden steeg 8 minuten na de formalinetoediening van 0.38 tot 0.50 
en 2 uur er na van 0.38 tot 0.60. 
Het corticosterongehalte van de bijnier na formalinestress bereikte 
reeds 8 minuten na de stress het maximum. Na 15 minuten trad echter 
een daling in, gevolgd door een stijging die na 30 minuten een 
tweede top te zien gaf. Of schoon het corticosterongehalte van de 
bijnier dus zeer snel op ACTH reageert, maakt juist het onregel­
matige gedrag er van deze methode minder geschikt als waardemeter 
voor het bepalen van de ACTH-activiteit in het bloed. 
Het gehalte aan vrij corticosteron van het plasma nam snel toe 
na verhoging van de ACTH-spiegel in het bloed. Het maximum 
effect lag tussen ½ en 2 uur na blootstelling aan de stress. Hierna 
trad een daling op, waarbij er na 12 uur geen verschil met de 
controleratten meer was te vinden. 
Het feit dat het corticosterongeha!te van het plasma behalve van 
de secretie van de bijnierschors ook afhankelijk is van de eliminatie 
door onder andere de lever, kan een bezwaar zijn tegen het gebruik 
van deze methode, indien deze wordt toegepast als waardemeter om 
de ACTH-activiteit in het bloed te bepalen. 
De daling van het ascorbinezuur- en cholesterolgehalte van de 
bijnierschors na ACTH-stimulering bleek minder snel te verlopen 
dan de stijging van de corticoidsecretie. Waren de gehaltes aan 
ascorbinezuur en cholesterol eenmaal laag door voorafgaande ACTH­
stimulering, dan volgde een langzaam herstel tot het aanvangsniveau. 
Dit betekent dat deze gehaltes gedurende het verdere verloop van 
de stress de ACTH-activiteit in het bloed niet op de juiste wijze 
weergeven. 
Uit een en ander werd geconcludeerd dat de corticoidproductie 
in vitro een nauwkeurige en eenvoudige tedhniek is om de ACTH-
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activiteit in het bloed te meten en dat deze de voorkeur verdient 
boven de meer klassieke methoden, zoals het bepalen van het ascor­
binezuur- of het cholesterolgehalte van de bijnier. Ook werd aan de 
in vitro methode de voorkeur gegeven boven de bepaling van het 
corticosterongehalte van de bijnier of van het plasma, aangezien bij 
het corticosterongehalte van de bijnier een grote spreiding van de 
waarnemingen bestaat en het gehalte van het plasma aan mogelijke 
stoornissen m de eliminatie van de corticoïden in het organisme 
onderihevig is. 
Hypofysaire bijniergewichtsfactor 
Behalve de activering van de bijnierschors, die op korte termijn 
ontstaat door toediening van formaline, is een ander aspect van 
bijnierschorsactivering te vinden in de toeneming van het gewicht. 
Deze kan 6 uur na de stress reeds worden opgemerkt en is duidelijk 
waarneembaar tussen 12 en 18 uur na het blootstellen aan de schade­
lijke prikkel. Aangezien de ACTH-activiteit in het bloed 6 uur na 
toediening van formaline niet hoger is dan die van niet gestresste 
ratten, is het tweede deel van dit proef schrift gewijd aan een onder­
zoek naar de vraag of deze bijnierhypertrofie het gevolg is van voor­
afgaande stimulering van de bijnierschors door hypofysair ACTH, 
of dat andere factoren uit de hypofysevoorkwab bij het ontstaan hier­
van een rol spelen. Daarom werden het ACTH-gehalte en het gehal te 
aan "bijniergewichtsfactor" van de hypofysevoorkwab bij normale en 
bij aan formalinestress blootgestelde ratten bepaald. 
In hoofdstuk II wordt eerst aan de hand van de literatuur een 
overzicht gegeven van de factoren die invloed op het gewicht van 
de bijnierschors kunnen uitoefenen. Hieruit bleek dat andere factoren 
dan ACTH eveneens een effect kunnen uitoefenen op de grootte van 
de bijnier. Men maakt onderscheid tussen de invloed van ACTH, dat 
voornamelijk celhypertrofie veroorzaakt en de invloed van groei­
hormon en van stress, die celproliferatie ten gevolge hebben. 
Uit de proeven bleek dat hypofysevoorkwabextracten van intacte 
ratten en U.S.P.-ACTH niet dezelfde werking op het bijniergewicht 
uitoefenen. De toediening van het extract en van U.S.P.-ACTH bij 
hypofyseloze ratten gaf een duidelijk verschil te zien in de dosis­
werkingscurve van beide preparaten. De hellingshoeken van de re-
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gressielijnen, die voor beide stoffen werden berekend, bleken signifi­
cant te verschillen : die van het extract was groter dan die van 
U.S.P.-ACTH. Op grond hiervan werd gesuggereerd dat de factor 
in het extract die het bijniergewicht bij hypofyseloze ratten beïn­
vloedt en het ACTH niet identiek zijn. 
Formalinestress deed het gehalte aan bijniergewichtsfactor in de 
hypofyse zeer snel tot bijna nul afnemen, in tegenstelling tot het 
ACTH-gehalte van dit orgaan dat binnen enkele minuten reeds toe­
nam. Tot ongeveer 6 uur na het begin van de stress bleef het gehalte 
van de bijniergewichtsfactor in de hypofyse laag, waarna er een 
stijging volgde. De aanvangswaarde werd 18 uur na de injectie met 
formaline weer bereikt. Opvallend was dus dat het ACTH-gehalte, 
dat na een kortdurende stijging langzaam afnam, zich tegengesteld 
aan het gehalte aan bijniergewichtsfactor gedroeg. Deze vondst 
leidde eveneens tot de conclusie, dat de bijniergewichtsfactor niet 
identiek is aan ACTH. In de hypofyse komt dus naast ACTH wel­
licht nog een factor voor, die het gewicht van de bijnierschors kan 
beïnvloeden. 
Over de aard van deze factor werd in de discussie van het tweede 
hoofdstuk gespeculeerd. Van bijna alle hypofysaire hormonen is wel 
enige invloed op het gewicht van de bijnierschors aangetoond. Ge­
gevens uit de literatuur suggereren echter dat groeihormon een spe­
cifieke rol kan spelen. Ook moet men rekening houden met het feit 
dat het bijniergewicht mogelijk door een gezamenlijke werking van 
ACTH en groeihormon wordt beïnvloed. 
Daarna werd betoogd dat, aangezien de proeven zich niet zover 
uitstrekten dat een conclusie over de aard van deze hypofysaire 
gewichtsfactor kon worden getrokken, eerst betere menhoden, die 
onderscheid maken tussen hypertrofie en hyperplasie, ontwikkeld 
zullen moeten worden voordat een uitspraak kan worden gedaan 
over de identiteit van deze factor. 
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SUMMARY 
The first part of this thesis (chapter 1) describes a study on the 
evaluation of various methods for the determination of the ACTH­
activity in the blood of rats. After a survey of the literature concer­
ned, experiments on the effect of intravenously injected USP-ACTH 
on corticoid production in vitro by excised adrenal glands and on 
the adrenal corticosterone content are described. Subsequently, data 
on the effect of endogenous ACTH elicited by exposing rats to for­
maline stress are presented on corticoidogenesis in vitro, the corti­
costerone concentration in the adrenal gland, the ACTH-content of 
the adenohypophysis, the ACTH-activity in the blood, the plasma 
free corticosterone content, the adrenal ascorbic acid- and cholesterol 
content and adrenal weight changes. 
EFFECT OF EXOGENOUS ACTH 
The intravenous administration of USP-ACTH caused a rapid 
increase in the rate of corticoid production in vitro by adrenals of 
hypophysectomized rats which was maxima) at 1 5  minutes after the 
injection. The total corticoids released into the incubation medium 
were estimated by measuring the UV-absorption and the corticoste­
rone content of the medium was determined fluorimetrically. The 
response to ACTH appeared to be linearly related to the log-close 
of ACTH. Total corticoids and the corticosterone content of the 
medium exhibited similar relationships to the amount of injected 
ACTH. The index of precision was sufficiently small for both para­
meters of adrenocortical function that either method can be used 
for the assay of ACTH. 
Further it was found that adrenal glands stimulated by ACTH 
produced relatively more corticosterone than other steroids in vitro. 
The ratio corticosterone/total corticoids amounted to 1/ 3 under basal 
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conditions and rose to ½ following ACTH. Prolonged treatment 
with ACTH increased the ratio still further to ¼ indicating that 
corticosterone is the main steroid produced by rat adrenal glands. 
The corticosterone content of the adrenals also increased rapidly 
following intravenous ACTH. The slope of the regression l,ine was 
small, the variations within the assay were great and the index of 
precision was higher than 0.3. Accordingly it was concluded that the 
corticosterone concentration in the adrenal gland is not a very accu­
rate parameter for the assay of ACTH. 
EFFECT OF ENDOGENOUS ACTH 
Subcutaneous injection of formaline induced a significant increase 
in blood ACTH-activity within 3 minutes. After 8 minutes the acti­
vity started to decline. I t was still elevated 2 hours following stress, 
hut after 6 hours it had returned to normal. 
The ACTH-content in the anterior lobe of the pituitary gland 
showed a considerable increase within the first 15 minutes after for­
maline administration. Thereafter a gradual decline persisted till 
1 8  hours after the stress, when the ACTH-content fell to almost 
49 °/o of the pre-stress level. It was concluded from these experiments 
that during the first 15  minutes ACTH synthesis increased over 
release, whereas the reserve was observed between the 15-minute 
and 6-hour period. 
Adrenals from rats treated with formaline, showed an increased 
rate of corticoid production in vitro. The maxima! rate of produc­
tion was reached between 15 and 30 minutes after the stress; it then 
decreased gradually, reaching again basal values after 12 hours. The 
in vitro corticosterone production followed the same pattern, hut 
its percentage increase was twice as high. The ratio corticosterone/ 
total corticoids increased from 0.38 to 0.50 at 8 minutes and to 0.60 
at 2 hours af ter the stress. 
The corticosterone content of the adrenal gland rose to a maximum 
within 8 minutes following formaline stress. After 15 minutes a 
decrease occurred, followed again by a second rise which was maxi­
ma! at 30 minutes after the onset of the stress. Although the adrenal 
corticosterone content responded quickly to ACTH, its irregular be­
haviour seems to make the method less valuable as an index of 
ACTH-activity in the blood. 
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Plasma free corticosterone content rose after formaline admini­
stration, reaching its peak between 1/2 and 2 hours after the stress. 
lt returned to normal after 12 hours. Since the corticosterone concen­
tration in the plasma does not depend on the secretion rate of the 
adrenal gland only, but also on other factors (elimination, breakdown 
etc.), the use of this method for the determination of ACTH-activity 
in the blood may have disadvantages. 
The ascorbic acid- and cholesterol content in adrenals of stressed 
animals appeared to decrease slowly and restored to normal at a very 
slow rate. Thus, at the moment (6 hour period) that blood ACTH­
activity had returned to normal, adrenal ascorbic acid- and choleste­
rol content were still considerably decreased. Accordingly these para­
meters of adrenal function do not constantly reflect blood ACTH­
activity during stress. 
lt was concluded from this study that the in vitro corticoid pro­
duction is a simple, reliable and accurate method for the estimation 
of pituitary-adrenal activity, which should be preferred to the clas­
sica! methods such as adrenal ascorbic acid- or cholesterol depletion. 
The in vitro method is also superior to the determination of plasma 
free corticosterone content, since the results with this method may be 
affected by changes in the disappearance rate of corticosterone from 
the blood. 
The irregular behaviour of the corticosterone content of the adrenal 
gland in response to stress makes this method also less valuable as a 
parameter of blood ACTH-activity. 
HYPOPHYSIAL ADRENAL WEJGHT FACTOR 
Formaline administration also induced an increase in adrenal 
weight. This increase was first observed at 6 hours and reached a 
peak between 1 2  and 18 hours after the stress. Since the ACTH­
activity of the blood is already back to normal after 6 hours, the 
question arose whether this adrenal weight increase was due to 
ACTH or to another hypophysial factor. 
Accordingly, chapter II of this thesis is concerned with studies on 
the hypophysial "adrenal weight factor". A survey of the literature 
is presented, from which it could be concluded that factors other 
than ACTH do exert an effect on adrenal weight. Whereas ACTH 
mainly affects cell hypertrophy, growth hormone and stress seem 
to induce cell proliferation. 
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The experimental part consisted of an investigation into the effect 
of USP-ACTH and of an acid anterior lobe extract, from normal 
and stressed rats, on the adrenal weight of hypophysectomized rats. 
It appeared that ACTH and the hypophysial extract from normal 
rats showed a diff erence in close-response relationship. The slope of 
the regression lines differed significantly, which suggested that 
ACTH and the adrenal weight factor were not identical. 
Formaline stress induced a rapid disappearance of the adrenal 
weight factor in the adenohypophysis. Simultaneously the ACTH 
content of the pituitary increased. Af ter 6 hours the pituitary content 
of adrenal weight factor started to rise and reached normal values 
again after 18  hours, at which moment the ACTH content was below 
normal. This striking contrast in vhe behaviour of ACTH and the 
adrenal weight factor again indicated the existence of a specific hypo­
physial factor whioh influences adrenal weight and which differs 
from ACTH. 
In the last part of chapter II speculations on the nature of this 
factor are presented. Although it has been claimed that almost every 
pituitary hormone exerts an effect on adrenal weight, the suggestion 
derived from the literature is that particularly growth hormone may 
play a specific role in the process of adrenal growth. It is con­
ceivable that growth hormone and ACTH act together in promoting 
adrenal growth during stress. Elucidation of the nature of this factor 
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